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1 JOHDANTO 
 
Chlamydia pneumoniae on yleinen ihmisen patogeeni, joka aiheuttaa akuuttina sairautena 
ylä- ja alahengitystieinfektiota, kuten keuhkokuumetta (Blasi ym. 2009). Bakteerilla on 
erityinen elinkierto, jossa vuorottelevat kaksi erilaista morfologista muotoa, solun 
ulkoinen infektoiva elementaaripartikkeli ja solun sisäinen metabolinen 
retikulaattipartikkeli. C.pneumoniae on yhdistetty tutkimuksissa hengitystieinfektioiden 
lisäksi useisiin kroonisiin sairauksiin, kuten astmaan, ateroskleroosiin ja neurologisiin 
sairauksiin. Se kykenee infektoimaan kohdekudoksen, epiteelisolukon, lisäksi useita 
solutyyppejä, mikä voi olla yhteys akuutin infektion ja kroonisten infektioiden välillä 
(Gaydos ym. 1996). 
 
Chlamydia pneumoniae-bakteerille tyypillistä on infektion kroonistuminen ja 
muuttuminen persistenttiin muotoon (Schoborg 2011). Erityisesti perisistentti infektio on 
yhdistetty moniin kroonisiin sairauksiin, mutta sen hoitoon ei vielä tunneta lääkeaineita, 
eikä virallista diagnoosikeino kliiniseen hoitoon ole olemassa. Bakteerin laaja 
esiintyminen ja useisiin kansanterveydellisesti merkittäviin sairauksiin linkittyminen luo 
perusteet bakteerin tutkimiselle ja uusien klamydiaa estävien lääkkeiden kehittämiselle. 
 
Farmasian tiedekunnassa tutkitaan tällä hetkellä useita yhdisteitä, joilla voisi olla 
potentiaalista tehoa C.pneumoniae-bakteeria vastaan ja joista voisi olla apua uusien 
yhdisteiden kehittämisessä. Tarkoituksena tässä työssä oli tutkia näiden yhdisteiden 
vaikutusta C.pneumoniae-bakteerin persistenttiin infektioon. Lisäksi selvitettiinn 
tutkittavien yhdisteiden soveltuvuutta käytettyyn perisistenssin malliin ja muodostettiin 
persistentin C.pneumoniae-infektion tutkimusmalli monosyytti- ja makrofagisoluissa 
yhdisteiden vaikutuksen tutkimiseksi. 
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2 CHLAMYDIAE-LUOKAN BAKTEERIT 
 
Chlamydiae- luokan bakteerit ovat solunsisäisiä patogeenejä (Hammerslag 2002). Niille 
on tyypillistä kaksivaiheinen elinkierto ja riippuvaisuus muun muassa isäntäsolun 
energia-aineenvaihdunnasta. Luokan bakteerit aiheuttavat ihmisellä ja useilla 
eläinlajeilla, kuten matelijoilla, linnuilla ja sammakkoeläimillä monenlaisia infektiota.  
 
Alun perin bakteeriluokkaan kuului vain yksi suku, joka sisälsi neljä lajia; C.trachomatis, 
C.psittaci, C.pneumoniae, C.pecorum (Hammerslag 2002). Näistä C.trachomatis ja 
C.pneumoniae ovat ihmisen patogeeneja. Nämä kaksi ovat yhdet ihmiselle 
merkittävimmistä luokan bakteereista. C.pneumoniae on aiheuttaa ihmisellä ylä- ja 
alahengitystieinfektioita ja C.trachomatis aiheuttaa ihmisellä sukupuoliklamydiaa ja 
muutamia muita sairauksia kuten reaktiivista artiriittia (Everett ym. 1999).  
 
1990-luvun lopulla geneettisten analyysimenetelmien kehityttyä, Chlamydia-suvulle 
ehdotettiin kuitenkin uutta luokittelua (taulukko 1) (Everett ym. 1999). Suvun lajeja oli 
myöskin löytynyt lisää, joten näille tuli löytää oma paikkansa luokituksessa. Taksonomisten 
tutkimusten perusteella suku jaettiin kahteen osaan Chlamydia-suvuksi ja Chlamydophila-
suvuksi. Chlamydia-sukuun kuuluvat C.trachomatis, C.suis ja C. muridarum. C.suis on sian 
patogeeni ja se löydettiin 1990-luvun puolessa välissä. C.muridarum löydettiin samoihin 
aikoihin kuin C.suis, mutta se on hiiren patogeeni.  
 
2000-luvulla Chlamydia-sukuun on löydetty vielä kaksi uutta lajia C. avium ja C. gallinacea 
(Sache ym. 2014). C.gallinacea eristettiin Euroopassa Ranskassa ja Saksassa kanoista 
vuosina 2008 ja 2009 (Zocevic ym. 2012). Bakteerin havaittiin olevan muista Chlamydia-
lajeista poikkeava ja omaksi lajikseen se tunnistettiin DNA-tutkimusten jälkeen 2014 
(Sache ym. 2014). Samoihin aikoihin kyyhkysistä eristettiin toinen epätyypillinen 
Chlamydiaceae-kanta, joka tunnistettiin myöskin omaksi lajikseen vuonna 2014. 
Bakteerien on havaittu aiheuttavat infektioita ainakin siipikarjassa ja linnuissa, mutta 
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niiden osuus ihmisen patogeeninä tai zoonoottisina bakteereina vaatii vielä lisää 
tutkimusta.  
 
Taulukko 1. Chlamydia bakteerien luokitus (Mukaillen Everett ym. 1999) 
 
Chlamydophila-sukuun kuuluvat puolestaan C.pneumoniae, C.psittaci, C.pecorum, 
C.abortus, C.felis ja C.caviae (Everett ym. 1999). Lajeista sekä C.psittaci että C.pecorum 
voivat infektoivat useampia eläinlajeja, minkä lisäksi C.psittaci voi tarttua ihmiseen 
esimerkiksi linnun kantamana. C.abortus aiheuttaa puolestaan sikiökuolemia nisäkkäillä. 
C.felis aiheuttaa infektioita kissoilla ja C.caviae marsuissa. Tarkasti luokiteltaessa 
Chlamydophila suvun lajeista käytetään niiden suvun tarkkaa nimitystä, esimerkiksi 
Chlamydophila psittaci. Käytännössä kuitenkin usein on vakiintunut tapa käyttää vanhaa 
Chlamydia-suvun nimeä useampien lajien kohdalla, kuten Chlamydia pneumoniae:sta 
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puhuttaessa. Olen työssäni käyttänyt molemmista suvuista ja kaikista lajeista nimitystä 
Chlamydia selkeyden vuoksi. 
 
Viime vuosina tutkimuksissa on löydetty uusia Chlamydiales-lahkoon kuuluvia 
Parachlamydia- ja Neochlamydia-sukuisia bakteereja (Pillonel ym. 2015). Nämä uudet 
bakteerit vaikuttaisivat olevan  kalojen ja ameebojen patogeenejä. Viime aikoina on 
kuitenkin tutkittu P. acanthamoebae-bakteerin mahdollista osuutta myös märehtijöiden 
ja ihmisen  raskauden keskenmenoihin (Ammerdorffer ym. 2017). 
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3 CHLAMYDIA PNEUMONIAE 
 
Chlamydia pneumoniae on gram-negatiivinen solun sisäinen bakteeri, joka aiheuttaa 
potilaalla erilaisia ylä- ja alahengitystieinfektioita (Blasi 2009; Grayston ym. 1989). Se 
voi esiintyä akuuttina tai persistenttinä infektiona ihmisellä. C.pneumoniae yhdistetään 
myös moniin muihin kroonisiin sairauksiin. Tässä kappaleessa käsitellään Chlamydia 
pneumoniae-bakteeria hieman tarkemmin ja tutustutaan muun muassa sen esiintyvyyteen, 
rakenteeseen ja elinkiertoon. 
 
3.1 Historia 
 
Chlamydia pneumoniae eristettiin ensimmäisen kerran vuosina 1983-1986 Seattlessa 
nielunäytteistä (Kuo ym. 1986). Yksi näyte eristettiin kuitenkin aikaisemmin jo vuonna 
1965 lapsen silmästä rokote tutkimuksen aikana Taiwanissa. Alun perin eristetyn 
bakteerin ajateltiin kuuluvan Chlamydia psittaci- alalajiin, sillä se muistutti 
morfologisesti paljon C. psittacia, mutta erosi siitä serologisesti.  
 
Serologisissa kokeissa bakteerin vasta-aineita havaittiin esiintyvän maailmanlaajuisesti 
ja vasta-aineiden esiintyvyys kasvoi nuorilla ja aikuisväestössä aina vanhuuteen asti (Kuo 
ym. 1986, Grayston ym. 1986). Pian tutkimuksissa havaittiin bakteerin olevan osallisena 
myös hyvin monissa hengitystieinfektioissa ja keuhkokuumetapauksissa. Omaksi 
lajikseen Chlamydia pneumoniae tunnistettiin lopulta vuonna 1989 (Grayston ym, 1989).  
 
3.2 Esiintyvyys ja epidemiologia 
 
Chlamydia pneumoniae on hengitysteitse leviävä bakteeri, joka tarttuu pisaratartuntana 
ihmisestä ihmiseen (Grayston ym. 1986). C.pneumoniae esiintyy maailmanlaajuisesti 
eikä sen esiintymisessä ole vaihtelua vuodenaikojen välillä (Grayston ym. 1986; Burillo 
ym. 2010). Se aiheuttaa ihmisille akuutteja ylä- ja alahengitystieinfektioita ja arviolta 
noin 10% keuhkokuumeista ja 5% keuhkoputken sekä poskiontelontulehduksista on 
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C.pneumoniae:n aiheuttamia (Kuo ym. 1995). Yleensä infektiot ovat kuitenkin melko 
vähäoireisia, minkä vuoksi uuden infektion tunnistaminen voi olla haastavaa. 
 
Bakteerin esiintyvyyttä kuvaava seroprevalenssi kasvaa huomattavasti viiden vuoden 
ikäisten lasten kohdalla (Kuo ym. 1995). 20 vuoden ikäisillä vasta-aineiden esiintyy jo 
yli 50 %:lla ja vanhemmissa sukupolvissa esiintyvyys on jo arviolta 70-80 % (Blasi ym. 
2009). Onkin arvioitu, että suuri osa ihmisistä olisi saanut tartunnan elämänsä aikana 
ainakin kerran ja uusintainfektiot ovat yleisiä (Kuo ym. 1995). Seroprevalenssi on myös 
aikuisväestössä hieman korkeampi miehillä kuin naisilla.  
 
Yhdysvalloissa on arvioitu esiintyvän noin 300 000 C.pneumoniae-infektiota vuosittain, 
mutta todennäköisesti infektioiden määrä on suurempi vähäoireisten infektioiden ja 
puutteellisen diagnostiikan vuoksi (CDC 2016). Vuonna 2016 Suomessa raportoitiin 
olleen C.pneumoniae-bakteerin aiheuttamia infektioita 261 tapausta 100 000 asukasta 
kohden (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, tartuntatautirekisteri 2017). Todellisuudessa 
luku on kuitenkin todennäköisesti suurempi, sillä tilastossa raportoidaan vain 
diagnosoidut ja terveydenhuollon piiriin hoitoon hakeutuneet tautitapaukset.  
 
3.3 Chlamydia pneumoniae-bakteerin morfologia 
 
Chlamydia pneumoniae on solunsisäinen patogeeni, jolla on sille ominaiset kaksi eri 
morfologista muotoa, elementaari- ja retikulaattipartikkeli. Erikoisen bakteerista tekee 
myös sen soluseinän rakenne ja pieni genomin koko. Tässä kappaleessa käsitellään 
tarkemmin bakteerin eri morfologisiamuotoja, genomia ja soluseinän rakennetta. 
 
3.3.1 Chlamydia pneumoniae-bakteerin eri muodot 
 
Chlamydia-bakteereilla on elinkierrossaan kaksi erilaista morfologista muotoa. Solun 
ulkoista infektoivaa ja metabolisesta inaktiivista muotoa kutsutaan 
elementaaripartikkeliksi (elementary body, EB) ja replikoituvaa solunsisäistä muotoa 
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retikulaattipartikkeliksi (reticulate body, RB) (Hammerschlag 2002). Chlamydia 
pneumoniae-bakteerin elementaaripartikkelit ovat ”päärynän” mallisia periplasmisen 
tilan omaavia partikkeleja (kuva 1), missä ne eroavat muiden Chlamydia-suvun 
bakteereiden EB-partikkeleista (Kuo ym. 1995). Muiden bakteerien EB-partikkelit ovat 
pyöreitä.  Kooltaan EB-partikkelit ovat pieniä, vain 0,2-0,4µm halkaisijaltaan. EB:t ovat 
rakenteeltaan jäykkiä ja kestävät mekaanista sekä osmoottista rasitusta paremmin kuin 
RB-partikkelit (Hatch ym. 1984). Niiden koossa pysymistä auttaa solukalvon 
kalvoproteiinien runsas sisäinen metioniinin ja kysteiinin disulfidisiltojen muodostama 
kompleksi (Kuo ym. 1995). Disulfidisillat muodostuvat bakteerin uloimman 
membraanikalvon MOMP-kalvoproteiineissa (major outer membrane protein) ja 
jäykistävät näin solukalvon rakennetta (Melgosa ym. 1991). EB-partikkelissa DNA:n ja 
RNA:n suhde on 1:1, mikä tekee siitä metabolisesti inaktiivisen (Beeckman ym. 2014).  
 
RB-muoto on C.pneumoniae:n metabolinen muoto, joka kykenee muun muassa 
kuljettamaan ATP:tä, GTP:tä ja lysiiniä sekä syntetisoimaan proteiineja (Beeckman ym. 
2014). RB-muodon solulima sisältää huomattavasti enemmän RNA:ta ja ribosomeja, 
mikä mahdollistaa proteiinisynteesin ja metabolian partikkelissa. Kooltaan RB-partikkeli 
on 1-1,5µm eli isompi kuin EB-partikkeli (Kuo ym. 1995). RB-partikkelit eivät ole yhtä 
kestäviä kuin EB-partikkelit, sillä niiltä puuttuvat solukalvon kestävyyttä lisäävät 
kalvoproteiinien sisäiset disulfidisillat (Hatch ym. 1984). Ne voivatkin jakautua ja selvitä 
elossa solun sisällä infektiossa syntyvän inkluusion sisällä. 
 
Näiden kahden päämuodon lisäksi tunnettaan myös epätyypillinen retikulaattimuoto eli 
persistenssimuoto, jota kutsutaan AB-partikkeliksi (Wolf ym. 2000). Bakteerin 
persistenttiä muotoa käsitellään myöhemmin tarkemmin tässä työssä persistentin 
infektion yhteydessä. 
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Kuva 1. 1A C.pneumoniae:n EB-partikkelit erottuvat selkeästi päärynän mallisina. 1B 
kuvassa Chlamydia trachomatis:en EB ja RB-partikkelit ovat aivan pyöreitä. Mittasuhde 
0,5 µm (mukaillen Chi ym. 1987).  
 
3.3.2 Genomi  
 
Chlamydia pneumoniae:n genomi on tunnettu jo lähes 20 vuotta (Kalman ym. 1999). 
Genomi koostuu 1073 proteiineja koodaavasta geenistä ja näistä 186 on 
C.pneumoniae:lle spesifisiä, eikä niitä löydy muista suvun bakteereista. Merkittäviä 
geenejä ovat mm. kalvoproteiineja koodaavat geenit, kuten pmp-geeniperhe ja ompA-
geeni, jotka mahdollistavat bakteerille tyypillisen kalvorakenteen. Lisäksi 
C.pneumoniae-bakteerin genomi sisältää lämpöshokkiproteiineja muodostavia osia ja 
tyypin 3 eritysjärjestelmän geenejä, kuten inc-geenit, jotka ovat merkittäviä bakteeri-
inkluusion muodostumisessa. 
 
Chlamydia-suvun bakteereilla genomi on melko pieni, minkä vuoksi siitä puuttuukin 
useita aineenvaihdunnan geenejä, kuten nukleotidi- ja energia-aineenvaihduntaan 
liittyviä geenejä (Hänel ja Saluz 2016). Tämän vuoksi bakteerit hyödyntävät 
aineenvaihdunnassaan isäntäsolun vastaavia mekanismeja ja ovat riippuvaisia näistä. 
Esimerkiksi C. trachomatis:ta poiketen C.pneumoniae ei kykene muodostamaan 
tryptofaania (Roulis ym. 2012). Sillä on kuitenkin vaadittavat geenit mm. biotiinin 
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muodostamiseen. Tryptofaanin mahdollista osuutta persistentin infektion 
muodostumisessa käsitellään myöhemmin tässä työssä. 
 
3.3.3 Soluseinän rakenne 
 
Lajien välisiä eroavaisuuksia esiintyy paljon kalvoproteiineja koodaavilla DNA:n 
alueilla. Chlamydia-genomi sisältää paljon ainutlaatuisia rakenteita koodaavia geenejä. 
Yksi esimerkki tällaisista ovat polymorfisia kalvoproteiineja koodaavat pmp-geenit 
(Hänel ja Saluz 2016).  Yli 5% bakteerin koko koodaavasta genomista muodostuukin 
pmp-proteiineja koodaavista geeneistä. Proteiiniperheen kaikkia ominaisuuksia ei vielä 
tunneta, mutta ne ovat ainakin osana bakteerin isäntäsoluun kiinnittymistä ja sisään 
tunkeutumista, ja ovat näin mahdollisia bakteerin virulenssitekijöitä.  
 
Toinen merkittävimmistä kalvoproteiineja koodaavista geeneistä on ompA-geeni. 
(chlamydial major outer membrane protein gene) (Roulis ym. 2013). Sen vaikutuksesta 
muodostuu bakteerin soluseinän 40kDa kooltaan oleva MOMP-proteiini (major outer 
membrane protein), joka muodostaa suuren osan bakteerin uloimman membraanikalvon 
massasta (Melgosa ym. 1991). MOMP-proteiini jäykistää bakteerin solukalvoa 
disulfidisidostensa avulla.  Tässä työssä MOMP-proteiinia koodaavaa OmpA-geeniä 
käytettiin PCR-menetelmässä klamydian tunnistamiseen soluviljelmästä ja sen kasvun 
määrittämiseen. OmpA soveltuu C.pneumoniae-bakteerin määrää mittaavaksi geeniksi, 
sillä se on bakteerille spesifinen geeni. Geenin koodista vain 68% on identtistä 
C.pneumoniae:n ja C. trachomatikse:n välillä, ja 71% on identtistä C.pneumoniae:n ja 
C.psittacikse:n välillä (Melgosa ym. 1991). 
 
Gram-negatiivisilla bakteereilla on tyypillisesti ulko- ja sisäkalvon välillä 
peptidoglykaanikerros. Vielä viime vuosiin asti peptidoglykaanin on ajateltu kuitenkin 
puuttuvan Chlamydia-bakteereilla. Vuonna 2014 Liechti onnistui tutkimusryhmänsä 
kanssa osoittamaan uuden tekniikan avulla peptidoglykaanin löytyvän C.trachomatis:lta 
(Liechti ym. 2014). Myöhemmin vuonna 2016 Liechti osoitti samanlaista peptidoglykaanin 
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muodostusta löytyvän myös C. muridarum, C. caviae ja C. psittaci – bakteereeista (Liechti 
ym. 2016). Näistä C.psittaci ja C.caviae kuuluvat samaan sukuun C.pneumoniae:n kanssa. 
Tutkijat kuitenkin havaitsivat peptidoglykaania muodostuvan vain bakteerin ollessa 
metabolisesti aktiivinen. Bakteereissa peptidoglykaani esiintyi renkaanmuotoisina 
muodostumina. C.pneumoniae-bakteerin genomista löytyvät peptidoglykaanin 
muodostukselle tärkeät geenit, kuten MurA ja MursB. Se reagoi myöskin jollain tavalla 
peptidoglykaanin muodostumiseen vaikuttavien β-laktaamiantibioottien, kuten penisilliinin 
kanssa. Tämä kuitenkin aiheuttaa bakteerissa usein persistenssin muodostumisen. On siis 
mahdollista, että C.pneumoniae:lla voisi myös olla peptidoglykaanin muodostusta. Tämä 
kuitenkin vaatii lisätutkimuksia, sillä samassa suvussa lajien välillä voi olla myös eroja. 
 
3.4 Elinkierto 
 
Klamydia-bakteerin lisääntymissykli kestää noin 48-72 tuntia ja se muodostuu neljästä 
eri vaiheesta (Hammerschlag 2002). Elinkierron sykli pitää sisällään bakteerin soluun 
tunkeutumisen ja bakteeri-inkluusion muodostumisen, EB-partikkelien muuttumisen RB-
partikkeleiksi, bakteerin lisääntymisen ja RB-muotojen muuttumisen takaisin EB-
muodoiksi ja niiden vapautumisen isäntäsolusta. Syklin vaiheet voidaan erottaa toisistaan 
molekyylitason mekanismien perusteella, mutta käytännössä eri vaiheiden erottaminen 
toisistaan voi olla vaikeaa in vitro-tilanteessa bakteerien ollessa asynkronisesti syklin eri 
vaiheissa. 
 
Syklin ensimmäinen vaihe on EB-partikkelien tunkeutuminen solun sisään. Tämä vaihe 
kestää noin 2 tuntia (Hammerschlag 2002). C.pneumoniae-bakteerin soluun 
tunkeutumisen on havaittu olevan hyvin monimutkainen erilaisista proteiineista ja 
geeneistä riippuvainen prosessi, eikä sen kaikkia mekanismeja vielä tunneta tarkasti. Se 
muodostuu bakteerin isäntäsolun solukalvoon kiinnittymisvaiheesta, 
reseptorikiinnittymisestä ja endosytoosista (Wang ym. 2010). Erityisesti proteiinien ja 
reseptorien väliset vuorovaikutukset ovat suuressa osassa soluun tunkeutumisessa. 
Reseptoriin kiinnittyminen on irreversiibeli lämmöstä-riippuvainen tapahtuma, jossa 
klamydia-bakteerin ligandi kiinnittyy toistaiseksi tuntemattomaan isäntäsolun reseptoriin 
(Beeckman ym. 2014). Tässä yhtenä soluseinään kiinnittymistä säätelevänä osana 
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saattavat olla esimerkiksi C.pneumoniae-bakteerin soluseinän Pmp-proteiinit (Mölleken 
ym. 2013). Vielä ei tiedetä tarkkaan mihin reseptoriin Pmp-proteiinit sitoutuvat 
isäntäsolun solukalvolla, mutta ne vaikuttaisivat olevan osana aktivoimassa 
kiinnittymisen reaktioita. Solukalvoon kiinnittymisen ja invaasion on myös osoitettu 
olevan riippuvainen isäntäsolun solukalvon sisältämän kolesterolin ja sphingomyelinin 
määrästä (Korhonen ym. 2012).  
 
Endosytoosissa EB:t otetaan soluun sisälle kalvorakkulan muodostamassa vakuolissa eli 
inkluusiossa (Hackstadt ym. 1997). Inkluusio on solunsisäisille parasiiteille tyypillinen 
kalvorakkulamuodostelma, jossa myös parasiitin lisääntyminen tapahtuu. Tavallisesti 
tällainen rakkula muodostaa solun sisällä varhaisen endosomin ja myöhäisen endosomin, 
joka yhdistyy lysosomin kanssa. Chlamydia-suvun bakteereilla on kuitenkin kyky välttää 
tämä solun tavallinen puolustusmekanismi (Beeckman ym. 2014). Klamydian 
endosomeissa ei havaita varhaisen eikä myöhäisen vaiheen piirteitä kuten lysosomaalisia 
glykoproteiineja tai vakuolista-H+-ATP:aasia, joka tekisi vakuolista happaman 
(Hackstadt ym. 1997). Inkluusio myöskin hyödyntää isäntäsolun signaalireittejä ja 
hankkii itselleen ravintoaineita kuten sfingomyeliiniä ja kolesterolia isäntäsolun Golgin 
laitetta apuna käyttäen.  
 
Syklin toinen vaihe alkaa noin kahden tunnin kuluttua syklin alusta. Tässä vaiheessa EB-
partikkelit muuttuvat RB-partikkeleiksi (Hammerschlag 2002). Prosessissa EB:n 
uloimman kalvon disulfidisiltojen muodostamat proteiinikompleksit alkavat hajota, mikä 
johtaa lopulta RB-partikkelin muodostumiseen (Hatch ym. 1984). Ei ole kuitenkaan aivan 
selvää, miten muuttuminen tarkasti tapahtuu. On mahdollista, että Chlamydia-bakteerin 
tyypin 3 eritysjärjestelmän geenit olisivat osallisena prosessissa (Slepenkin ym. 2003).  
 
Kolmannessa vaiheessa RB-partikkelit lisääntyvät inkluusion sisällä (kuva 2) (Chi ym. 
1987). C.pneumoniae lisääntyy jakautumalla eli binäärifission avulla (Kuo ym. 1995). 
Jakaantumisvaihe alkaa noin 18 tunnin kuluttua infektion alkamisesta. Kuten aiemmin 
todettiin RB-partikkelit käyttävät energianaan ATP:tä ja hyödyntävät isäntäsolun 
12 
 
 
metaboliaa omaan elintoimintaansa. RB-partikkelien jakautuessa inkluusio kasvaa 
samalla kokoa ja täyttyy klamydia-partikkeleista.  
 
Kuva 2. RB-partikkelit inkluusion sisällä (Mukaillen Chi ym. 1987)  
 
48 tunnin kuluttua infektiosta RB-partikkelit alkavat palautua EB-muodoiksi 
(Hammershlag 2002). Muuttuminen on melko asynkronoitua ja inkluusion bakteerit 
voivat olla samanaikaisesti eri morfologian vaiheissa (Wolf ym. 2000). Vähitellen 
kuitenkin EB-partikkelien osuuden suhde inkluusiossa suurenee.  Ei ole täysin selvää, 
miten muodonmuutos tapahtuu, mutta yhdeksi vaihtoehdoksi on esitetty disulfidisiltojen 
määrän lisääntyvän, mikä jäykistää bakteerin solukalvon rakennetta (Hatch ym. 1984). 
On myös mahdollista, että palautumiseen liittyisivät muutokset bakteerin tyypin III-
eritysjärjestelmässä (T3SS-järjestelmä) (Schoborg 2011).  
 
Noin 60-72 tunnin kuluttua infektion alusta inkluusion sisällä on pääosin vain EB-
partikkeleita (Hammershlag 2002). Syklin päätteeksi uudet EB-partikkelit vapautuvat 
isäntäsolusta, jolloin ne ovat valmiita infektoimaan uuden isäntäsolun (Wolf ym. 2000). 
Chlamydia-bakteerien koko elinkiertoa on kuvattu kuvassa 3.  
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Kuva 3. Chlamydia-bakteerien elinkierron vaiheet (Mukaillen: Hammershlag 2002) 
 
3.5 Akuutin infektion aiheuttamat muutokset isäntäsolussa 
 
C.pneumoniae infektoi ihmisen epiteelisoluja aiheuttaen akuutin infektion solussa (Krüll 
ym. 1999). Infektoidessaan solun klamydia muuttaa isäntäsolun toimintaa itselleen 
suotuisammaksi varmistaakseen tehokkaan lisääntymisen ja selviämisen solussa. 
Tällaisia muutoksia ovat esimerkiksi isäntäsolun signaalireittien aktivointi bakteerin 
omiin tarkoituksiin kuten apoptoosin muuntelu ja Golgin-laitteen hajottaminen. 
 
Kuten aiemmin todettiin, Chlamydia-bakteerit tarvitsevat lipidejä lisääntymissyklissään 
muun muassa inkluusion muodostumisessa. Ne hankkivat tarvitsemansa lipidit 
monenlaisia reittejä pitkin, muun muassa isäntäsolun Golgin laitetta fragmentoimalla eli 
hajottamalla ja aktivoimalla solun fosfolipaasi A2:ta (Su ym. 2004; Heuer ym. 2009; Zhu 
ym. 2014). Golgin laite pakkaa ja käsittelee solussa proteiineja ja lipidejä, kuten 
sfingolipidejä. Akuutissa infektiossa klamydia indusoi Golgin laitteen hajoamista 
pieniksi fragmenteiksi (Zhu ym. 2014). Tällöin Golgin laite hajoaa tyypillisesti hyvin 
laaja-alaisesti ja suurimääräinen Golgin laitteen hajoaminen johtaa vähitellen isäntäsolun 
tuhoutumiseen. Hajoamisen mekanismit ovat osittain tuntemattomat ja tutkimusten 
tulokset ovat olleet vaihtelevia. Vaikuttaisi kuitenkin, että klamydia-bakteerin useat 
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proteiinit ovat osallisena hajoamisessa. Näistä yksi merkittävä on klamydian proteaasin 
kaltainen aktivaatio tekijä CPAF. Se todennäköisesti hajottaa klamydian Golgin 84-
proteiinia, mikä johtaa isäntäsolun Golgin laitteen hajoamiseen. Näin bakteeri saa 
vapautettua omaan käyttöönsä esimerkiksi lisääntymiselle tärkeää sfpingomyeliiniä.  
 
Chlamydia-bakteerit tarvitsevat monenlaisia lipidejä elinkierrossaan ja edellä kuvatun 
sfpingomyeliinin lisäksi ne käyttävät esimerkiksi fosfolipidejä replikoitumiseen. 
Chlamydia-bakteerien on havaittu ottavan fosfolipidejä isäntäsolulta ja kuljettavan ne 
inkluusioon replikoitumista varten (Wylie ym. 1997). Tutkimuksissa on havaittu, että 
fosfolipaasi A2-entsyymin aktivoiminen voisi olla osallisena fosfolipidien siirtämisessä 
bakteerille (Su ym. 2004). Tähän saattaa myös liittyä MAPkinaasi-signaalireittien 
aktivaatio isäntäsolussa.  
 
Ohjattu solukuolema eli apoptoosi on yksi solun tapa puolustautua patogeenejä vastaan. 
Apoptoosilla voidaan pysäyttää patogeenin lisääntyminen solun sisällä. Chlamydia-
bakteerin osalta tämä tarkoittaa lisääntymisen estymistä solussa, mutta samalla elinkierto 
saattaa pysähtyä ei-infektiiviseen RB-muotoon (Fischer ym. 2001). RB-muoto ei selviydy 
isäntäsolun ulkopuolella, joten tämä tarkoittaa organismin kuolemaa. On kuitenkin 
havaittu, että Chlamydia-luokan bakteerit kykenevät muuntelemaan isäntäsolun 
apoptoosia omien tarpeidensa mukaan. Apoptoosin estäminen voi siis olla Chlamydia-
bakteerin tapa varmistaa elinsyklin jatkuminen loppuun asti, kunnes uudet syntyneet 
bakteerit ovat valmiita siirtymään solun ulkopuolelle infektoimaan uusia soluja. 
Chlamydia pneumoniae:n on havaittu estävän apoptoosia ainakin epiteelisoluissa ja 
neutrofiileissä (Fischer ym. 2001, Sarkar ym. 2015).  
 
Apoptoosin estämisen lisäksi bakteeri voi indusoida apoptoosia varmistaakseen infektion 
leviämisen. Chlamydia pneumoniae lisääntyy solun sisällä ja sen on vapauduttava solun 
ulkoiseen tilaan voidakseen levittäytyä uusiin soluihin. On havaittu, että Chlamydia 
pneumoniae voi indusoida isäntäsolun apoptoosia ainakin ihmisen epiteelisoluissa 
(Rajalingam ym. 2001). Tämä on todennäköisesti bakteerin keino varmistaa infektion 
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jatkuminen ja leviäminen. Onkin hyvin luontevaa, että akuutissa infektiossa bakteerin 
kannattaisi estää solun apoptoosia bakteerin ollessa lisääntyvässä RB-muodossa. Kun 
bakteeri on jakautunut ja palannut takaisin EB-muotoon, on infektion jatkumisen kannalta 
tehokasta indusoida apoptoosia ja saada näin bakteeri vapautumaan solusta.  
 
3.6 Persistenssi infektio/kroonistunut infektio 
 
Persistentti infektio on monimutkainen tila, jossa isäntäorganismi ei kykene poistamaan 
mikrobia, joka aiheuttaa jatkuvaa vahinkoa isäntäorganismille (Balaban ym. 2004). 
Persistentti infektio voi myös aiheuttaa selkeän sairauden riippuen isäntäorganismin ja 
mikrobin välisestä suhteesta. Chlamydia-suvun bakteereille persistentti muoto on hyvin 
tyypillinen (Schoborg 2011). On mahdollista, että persistenssin avulla bakteeri selviytyisi 
sille epäsuotuisista elinoloista, kunnes elinolot ovat paremmat. Perisistenssin avulla 
bakteeri myös kykenee mahdollisesti suojautumaan sitä solun ulkopuolella uhkaavilta 
tekijöiltä, kuten solun ulkoisilta lääkeaineilta. 
 
 Chlamydia-suvun lajien kohdalla persistenssi tarkoittaa elinvoimaista, mutta infektioon 
kykenemätöntä muotoa (Schoborg 2011). Tällöin bakteerin metabolia, RB-muotojen 
jakautuminen ja muuttuminen takaisin EB-partikkeleiksi hidastuu. Tila voi kuitenkin 
palautua ja persistentti muoto voi aktivoitua takaisin infektiiviseksi muodoksi. 
Esimerkiksi ampisilliinilla aiheutettu persistentti tila palautuu aktiivisen infektion 
muotoon antibiootin vaikutuksen poistuttua soluviljelmästä (Wolf ym. 2000). Persistenssi 
ei kuitenkaan aina ole ulkoisesta tekijästä johtuva, vaan joissain isäntäsoluissa infektio 
etenee myös spontaanisti persistenttiin tilaan (Airanne ym. 1999). Spontaania 
persistenssin muodostusta tapahtuu esimerkiksi monosyteissä ja makrofageissa. 
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Kuva 4. Epänormaaleja RB-partikkeleja (AB-partikkeleja) ampisilliinilla käsittelyn 
jälkeen. Mittasuhde 0,5µm (Mukaillen Wolf ym. 2000) 
 
Jakaantumisen ja metabolian hidastuessa alkaa muodostua epänormaaleja RB-
partikkeleita eli AB-partikkeleita (aberrant body) (Schoborg 2011). Epänormaalit RB-
partikkelit ovat kooltaan huomattavasti suurempia kuin tavalliset RB-muodot (kuva 4) ja 
niiden jakautuminen on hyvin hidasta tai sitä ei tapahdu lainkaan (Wolf ym. 2000).  
 
Kuten aiemmin todettiin, Chlamydia-bakteerit hyödyntävät isäntäsolun ATP-varastoja ja 
metaboliaa oman selviytymisen ja lisääntymisen takaamiseksi. Klamydia muuntaa 
isäntäsolun mekanismeja omaksi hyödykseen ja varmistaa näin oman 
elinvoimaisuutensa. Yksi merkittävä tekijä solussa on transkriptiotekijää aktivoiva 
proteiini 1 (AP-1 proteiini) (Krämer ym. 2015). Se osallistuu isäntäsolun proliferaatioon, 
ja geeniekspression kautta AP-1 proteiini säätää solun energiametaboliaa, kuten ATP:n 
ja glukoosin määrää solussa. C.pneumoniae hyödyntää AP-1 proteiinia omassa 
replikaatiossaan ja RB-partikkelien palautumisessa EB-partikkeleiksi. Jos AP-1 
proteiinin toiminta estetään, solun ATP-tuotanto vähenee. Tämä puolestaan vähentää 
klamydian replikaatiota ja RB-partikkelien muuntamiseen saatavan energian määrää. 
Tutkimuksessa ATP:n väheneminen johti C.pneumoniae:n persistenssiin. Tämän 
arveltiin johtuvan lisääntymiselle suotuisten elinolosuhteiden heikkenemisestä. 
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Klamydia hankkii lipidejä isäntäsolulta aineenvaihduntaansa varten muun muassa Golgin 
laittetta fragmentoimalla. Klamydian persistenssissä tämä kuitenkin vähenee akuuttiin 
infektioon verrattuna (Zhu ym. 2014).  Klamydiat tarvitsevat lipidejä muun muassa 
inkluusion muodostamiseen. Fragmentoinnin pienentymisen arvellaan johtuvan 
mahdollisesti metabolian ja jakaantumisen vähentymisestä persistenssissä, mikä 
pienentää samalla lipidien tarvetta. Persistenssin klamydiainfektion säilymisen kannalta 
on myös parempi mitä pidempää isäntäsolu pysyy elossa.  
 
Kuten aiemmin todettiin, Chlamydia pneumoniae kykenee säätelemään isäntäsolun 
apoptoosia. Toisin kuin akuutissa infektiossa, persistenssissä tilassa klamydia estää 
isäntäsolun apoptoosin varmistaakseen itselleen ravintoaineiden saamisen ja 
mahdollisimman pitkän hengissä säilymisen isäntäsolun sisällä. Peristentissä tilassa 
bakteerin on tarkoitus säilyä hengissä hyvinkin pitkiä aikoja, jolloin myös isäntäsolun 
selviytyminen on tärkeää. Persistentissä infektiossa apoptoosin estämistä on tutkittu 
muun muassa epiteelisoluissa ja makrofageissa (Airanne ym. 2002).  
 
Apoptoosin estämisen lisäksi C.pneumoniae-bakteeri kykenee myöskin välttymään 
isännän immuunipuolustukselta CPAF:n avulla (Hogan ym. 2004). CPAF-tekijä 
(chlamydial protease-like 16 activity factor) hajottaa soluissa transkriptiotekijöitä, jotka 
ovat tärkeitä MCH-molekyylien muodostamisessa ja tehokkaassa antigeenin esittelyssä. 
Persistentin infektion aikana CPAF:n muodostuminen ja erittyminen isäntäsolun 
solulimaan näyttäisi vähentyvän (Heuer ym. 2003). Tutkijat havaitsivat CPAF:n 
vähenevän in vitro INF-γ:lla ja raudan saantia rajoittamalla tuotetussa persistentissä 
infektiossa. 
 
3.6.1 Tutkiminen in vitro 
 
Persistentti infektio voidaan tuottaa soluviljelmässä useilla tavoilla, esimerkiksi erilaisten 
antibioottien, sytokiinien ja bakteeriofaagien avulla sekä rajoittamalla eräiden 
ravintoaineiden määrää soluviljelmässä (Hogan ym. 2004). Näiden tapojen lisäksi 
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esimerkiksi Chlamydian kasvattaminen jatkuvassa soluviljelmässä johtaa persistenttin 
infektion muodostumiseen (Kutlin ym 1999). Tällöin osa viljelmän soluista on 
persistentissä muodossa eli kyseessä on ennemminkin sekainfektio. Ulkopuolisen stressin 
avulla voidaan siis saada infektio muuttumaan persistenttiin muotoon.  
 
Makrofageissa ja monosyyteissä klamydia-infektion tiedetään kuitenkin olevan 
luonnostaan persistenssissä muodossa (Hogan ym. 2004, Airanne ym 1999). 
Monosyyteissä infektio säilyy vielä pitkänkin antibioottihoidon jälkeen (Gieffers ym. 
2001). Tutkijat epäilivät tämän johtuvan infektion muuntumisesta persistenttiin muotoon, 
jolloin käytetty asitromysiini ei enää vaikuta infektioon. 
 
 In vitro-tutkimuksissa on kuitenkin havaittu, etteivät eri menetelmillä muodostuneet 
persistentit bakteerimuodot ole fenotyypiltään samanlaisia (Klos ym. 2009). 
Perisistenttien bakteerien geeniekspressioprofiili vaihteli persistenssin 
aiheuttamismekanismin mukaan. Ei myöskään ole varmaa kuvaako in vitro tuotettu 
persistenssi in vivo-tilannetta ja tämä onkin hyvä huomioida uusia lääkeaineita etsittäessä. 
Seuraavaksi on käsitelty tarkemmin muutamaa tapaa tuottaa persistentti infektio in vitro. 
 
3.6.1.1 Interferoni-γ 
 
Altistamalla soluviljelmä interferoni-γ:lle (Inf-γ) saadaan viljelmässä aiheutettua 
C.pneumoniae-infektion muuntuminen persistenttiin muotoon (Mehta ym. 1998). 
Persistentin aiheuttama vaikutuksen uskotaan perustuvan ainakin Inf-γ:n indusoimaan 
tryptofaanin vähenemiseen isäntäsolussa. Vaikuttaisi siltä, että Inf-γ indusoi solussa 
tryptofaania kataboloivan entsyymin toimintaa, jolloin tryptofaanin määrä solussa 
vähenee. Tryptofaanin määrän laskeminen puolestaan vähentää C.pneumoniae:n 
replikaatiota solussa ja johtaa persistentin muodon syntymiseen. On myös mahdollista, 
että Inf-γ lisääntyminen ja tryptofaanin määrän lasku olisivat osallisena myös in vivo 
persistenssin kehittymisessä (Hogan ym. 2004). In vivo persistenssin kehittyminen on 
kuitenkin todennäköisesti monimutkaisempi prosessi, jossa voivat olla samanaikaisesti 
osallisena myös muut tekijät. Tällaisia voivat olla esimerkiksi sytokiinit, kuten 
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tuumorinekroositekijä alfa. Lisäksi persistenssin muodostumiseen voivat samanaikaisesti 
vaikuttaa esimerkiksi ravintoaineiden kuten raudan puute. In vivo persistenssin 
muodostumisen mekanismia ei kuitenkaan vielä tunneta ja tämä vaatii lisää tutkimusta. 
 
3.6.1.2 Ravintoaineet 
 
Riittävä ravintoaineiden saanti on tärkeää sekä solun että bakteerin kasvulle. 
Rajoittamalla kriittisten ravintoaineiden määrää soluviljelmässä voidaan saada luotua 
persistentti infektio (Hogan ym. 2004). Ravintoaineista erityisesti rauta on tärkeä aine 
solun metabolialle ja myöskin klamydian toiminnalle. Poistamalla rautaa soluviljelmästä 
saadaan C.pneumoniae muuttumaan persistenttiin muotoon (Al-Younes ym. 2001). 
Immunofluorenssivärjäyksessä tutkijat havaitsivat bakteeri-inkluusioden olevan tällöin 
pienempiä kuin tavallisessa infektiossa. Raudan puute näyttäisikin estävän klamydian 
kasvua. Kun soluviljelmään palautetaan riittävä ravintoaineiden määrä, bakteerin 
infektio- ja lisääntymiskyky palaavat. Persistentin muodon muodostus niukan 
ravintoaineiden saatavuuden aikana voisikin siis olla C.pneumoniae:lle keino selviytyä 
heikommassa kasvuympäristössä ja odottaa parempia kasvuolosuhteita.  
 
3.6.1.3 Antibiootit 
 
Joidenkin antibioottien, esimerkiksi penisilliinin ja ampisilliinin, on havaittu aiheuttavan 
klamydian muuntumisen persistenttiin muotoon ja tätä voidaan hyödyntää persistenssin 
tutkimiseksi in vitro-malleissa (Hogan ym. 2004). Esimerkiksi antibiootit, jotka tarttuvat 
bakteerin DNA:han tai peptidoglykaanisynteesiin vaikuttaisivat estävän RB-partikkelien 
palautumista EB-muotoon. Antibiootit, jotka puolestaan vaikuttavat bakteerin 
geeniekspressioon tarttumalla bakteerin proteiineihin tai RNA-replikaatioon, voivat 
inhiboida klamydian muuttumista EB-partikkeleista RB-partikkeleiksi tai päinvastoin 
riippuen niiden vaikutusajankohdasta klamydian elinkierrossa. Antibiootin 
lisäämisajankohdalla vaikuttaisi siis olevan merkitystä sen klamydian elinkiertoa 
inhiboivaan vaikutukseen. Molemmissa tapauksissa viljelmässä muodostuu 
epänormaaleja RB-partikkeleja. Antibiootin poistaminen soluviljelmästä aiheuttaa 
myöskin klamydian aktivoitumisen takaisin aktiiviseen muotoon. Esimerkiksi 
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ampisilliinilla tuotettu C.pneumoniae-bakteetin persistenssi aktivoituu takaisin 
infektiiviseksi antibiootin poistuttua soluviljelmästä (Wolf ym. 2000).  
 
Antibiootin valinnalla ja kuurin pituudella voi siis olla vaikutusta myös persistenssin 
muodostumisessa in vivo. Väärä, liian alhaisella pitoisuudella tai liian lyhyt 
antibioottikuuri voisi teoriassa tällöin aiheuttaa C.pneumoniae:n muuntumisen 
persistenssiin muotoon.  Antibiootin poistuttua bakteeri voisi aktivoitua jälleen 
aktiiviseen muotoon ja aiheuttaa sille tyypillisen infektion. On myöskin huomioitava, 
etteivät bakteerit ole kaikki samassa elinkierron vaiheessa in vivo tilanteessa. Tällöin liian 
lyhyellä lääkekuurilla voitaisiin myös mahdollisesti tappaa osa infektion aiheuttajista, 
mutta toisessa vaiheessa olevat bakteerit saattaisivat muodostaa persistenssin. Tämä on 
hyvä ottaa huomioon kliinisessä hoidossa, kun potilaan näkyvät oireet katoavat lyhyen 
antibioottikuurin aikana.  
 
3.6.1.4 Tupakansavun laukaisema persistenssi 
 
Tupakan savun komponenteilla voidaan myöskin mahdollisesti aiheuttaa 
C.pneumoniae:n persistentti  tila in vitro (Schoborg 2011). Menetelmässä infektoituja 
soluja kasvatetaan tupakan komponenteilla käsitellyssä kasvatusliuoksessa, jolloin 
voidaan havaita bakteerille muodostuvan AB-partikkelille tyypillisiä ominaisuuksia. 
 
Tupakan aiheuttama persistenssin muodostus johtuu kuitenkin luultavasti useammista 
mekanismeista (Schoborg 2011). Yksi reitti voi mahdollisesti olla tryptofaanin 
väheneminen. Tupakan palaessa tupakansavussa syntyy typpi ja happiradikaaleja, jotka 
voivat reagoida solun tryptofaanin kanssa. Tryptofaani on tärkeä C.pneumoniae:lle ja 
tämän saannin rajoittaminen voi johtaa bakteerin persistentin tilan muodostumiseen. 
Muodostuneet radikaalit voivat myös aktivoida sfingomyelinaasia. Tämän myötä 
sfingolipidien määrä pienenee ja tämä voi osaltaan edistää persistentin tilan pysyvyyttä. 
On myös mahdollista, että tupakoinnissa syntyneet hiilivedyt kertyvät isäntäsolun 
rasvavarastoihin ja vaikuttavat tätä kautta suoraan bakteerin elinsykliin. 
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Tupakan komponenttien muodostamaa perisitenssiä on tutkittu Hep-2 epiteelisoluissa 
(Wiedeman ym. 2004). Komponenttien vaikutuksesta soluviljelmissä voitiin huomata 
selkeää AB-partikkelien muodostumista. Koska C.pneumoniae on ensisijaisesti ihmisen 
hengitystiepatogeeni, on mahdollista, että bakteeri voi altistua tupakansavun 
komponenteille tupakoitaessa. Voisiko tällä olla vaikutusta esimerkiksi COPD ja 
C.pneumoniae:n välisessä yhteydessä, jota käsitellään tässä työssä myöhemmin? Tämä 
vaatii kuitenkin lisää tutkimusta. Olisi myös hyvä selvittää minkälaisilla annoksilla ja 
mitkä spesifit komponentit persistenssin muodostumisen voivat aiheuttaa. Mikäli 
altistuksen ei tarvitse olla isoilla pitoisuuksilla, niin tulisiko esimerkiksi passiiviselle 
tupakoinnille altistuvien ammattiryhmien kohdalla tämä mahdollisuus ottaa huomioon.  
 
3.1.6.5 Monosyytit/makrofagit 
 
Infektoitaessa ihmisen monosyyttejä C.penumoniae:lla, infektio muuttuu itsestään 
persistenssiin muotoon (Airanne ym. 1999). Airanne havaitsi tutkimusryhmän kanssa 
inkluusioissa epänormaaleja RB-partikkeleita, jotka eivät ole infektiokykyisiä, mutta 
niillä on yhä toimivaa metaboliaa. Persistenssin muodostuminen vaikuttaisi olevan 
spontaania ja riippumaton muista tyypillisistä indusoivista tekijöistä. Tutkijoiden 
soluviljelmään lisäämällä tryptofaanilla ei esimerkiksi ollut vaikutusta bakteerin 
infektiivisyyteen eikä infektio aktivoitunut uudelleen aktiiviseen muotoon tryptofanin 
pitoisuuden lisääntyessä. Ei ole kuitenkaan aivan selvää mistä spontaani persistenssin 
muodostuminen johtuu. Vaikuttaisi kuitenkin, että mekanismi on mahdollisesti 
sytokiineista riippumaton.  
 
C.pneumoniae-bakteerin perisitenssin on liitetty makrofagin solusisäisen vapaan 
kalsiumin määrään (Azenabor ja Chaudhry 2003a).  C.pneumoniae voi muuttaa 
isäntäsoluna toimivan makrofagin solunsisäistä kalsiumtasapainoa ja vaikuttaa tätä kautta 
makrofagin immuunivasteeseen. Solun sisäisen vapaan kalsiumin määrä vaikuttaisi 
olevan yhteydessä makrofagin reaktiivisten happi- (ROS) ja typpiyhdisteiden (RNS) 
vapautumiseen ja Chlamydia:n kasvuun isäntäsolussa. Aikaisen infektion aikainen 
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alhainen solun sisäinen vapaan kalsiumin määrä vaikuttaisi suosivan Chlamydia-
bakteerin kasvua makrofagissa, kun taas korkeampi kalsiumin määrä suosii ROS-
yhdisteiden vapautumista solussa ja heikentää Chlamydia-bakteerin selviytymistä. ROS-
yhdisteet (esim superoksidi ja vetyperoksidi) ja RNI (esim typpioksidi) ovat elimistölle 
tärkeitä viestimolekyyleja ja välittäjäaineita ja osallistuvat 
immuunipuolustusjärjestelmän toimintaan. Pitkäaikaisesti erittyessään ROS ja RNS-
yhdisteet saattavat kuitenkin aiheuttaa soluissa oksidatiivistä stressiä ja haitallista 
tulehdusvastetta, joka edesauttaa Chlamydian pneumoniae:n persistentin tilan pysyvyyttä 
(Rivera ym. 2012; Azenabor ja Chaudhry 2003a).  
 
Chlamydia pneumoniae:n lipopolysakkaridin on myös havaittu vaikuttavan makrofagien 
indusoituvan NOS-entsyymin aktiivisuuteen (Azenador ym. 2009). iNOS-entsyymi 
osallistuu puolestaan typpioksidin (NO) vapautumiseen solussa ja NO:n vapautuminen 
on yhdistetty liittyvän bakteerin perisistenssin tilan syntymiseen ja bakteerin 
selviytymiseen makrofageissa. NOS-entsyymin aktivaatio infektion aikana tapahtuu 
usean eri signaalireitin kautta. Solun sisäisen Ca2+ määrän on ajateltu myös vaikuttavan 
iNOS-entsyymin aktiivisuuteen lipopolysakkarien vaikutuksen aikana ainakin THP1-
soluissa. 
 
On myöskin mahdollista, että C.pneumoniae:n infektio monosyytissä aiheuttaisi solun 
muuntumisen makrofagiksi (Yamaguchi ym. 2002). Tästä viestivät muun muassa solun 
samankaltainen muuttunut morfologia kuin PMA:lla indusoitaessa, lisääntynyt 
fagosytoosi ja solun pintaproteiini ICAM-1 ilmentymisen lisääntyminen. Monosyyttien 
ja makrofagien persistentti infektio on todennäköisesti osana C.pneumoniae:n liitettyjen 
pitkäaikaissairauksien syntymekanismeja. On mahdollista, että monosyytit ja makrofagit 
siirtäisivät klamydian mukanaan hengitysteistä muualle elimistöön. Tämä voisi selittää 
kuinka hengitysteiden patogeeni pääsisi elimistön puolustusjärjestelmältä piilossa 
liikkumaan muualle ihmisen kehossa.  
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3.6.2 Persistentti infektio in vivo 
 
Chlamydia pneumoniae:lle persistentti infektio on hyvin tyypillinen ja se voikin kestää 
kuukausista vuosiin, usein aiheuttamatta sille tyypillistä akuutin infektion sairautta 
(Hammerschlag 2002). Tutkimustietoa in vivo persistentistä infektiosta on saatu mm. 
tautitapauksista ja eläinmalleista, joissa havainnot ovat olleet samankaltaisia kuin in vitro 
tutkimuksissa (Hogan ym. 2004). Tällainen on ollut esimerkiksi bakteerin poikkeva 
morfologinen muoto. Chlamydia pneumoniae:n persistenssi infektio yhdistetäänkin 
nykyisin useisiin kroonisiin sairauksiin, kuten astmaan, ateroskleroosiin ja Alzhaimerin 
tautiin. Persistenssin in vivo-muodon muodostumista ei kuitenkaan vielä tunneta tarkasti 
ja tutkimusta aiheesta tarvitaan lisää esimerkiksi kliinisen hoitotyön tueksi.  
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4 CHLAMYDIA PNEUMONIAE-INFEKTION HOITO JA 
DIAGNOSTIIKKA 
 
Chlamydia pneumoniae:n hoito ja diagnostiikka ovat nykyisin keskittyneet lähinnä 
akuuttiin infektioon kliinisen hoidon osalta.  Toistaiseksi persistenssin infektion hoitoon 
ei vielä ole olemassa tehokkaita yhdisteitä, mutta tutkimusta tehdään jatkuvasti. Samalla 
myös diagnostiikan kehittyminen on tärkeää kliinisen tutkimustyön mahdollistamiseksi. 
Seuraavaksi käsitellään C.pneumoniae-infektioiden hoitoa ja diagnostiikkaa sekä akuutin 
että persistentin infektion osalta. Samalla pohditaan keinoja uusien lääkeaineiden ja 
rokotteen kehittämiseksi.  
 
4.1 Nykyinen hoito 
 
Sopivaa lääkehoitoa mietittäessä, tulee huomioida C.pneumoniae:n solunsisäinen 
elinkierto. Käytetyn lääkkeen tulee tämän vuoksi kyetä kulkeutumaan solukalvon lävitse 
ja saavuttaa riittävän suuri isäntäsolun sisäinen konsentraatio (Blasi ym. 2009). 
Lääkehoidon tulisi myöskin olla riittävän pitkä keuhkoklamydian pitkän elinkierron 
vuoksi. Liian lyhyt tai vääränlainen antibioottihoito voi aiheuttaa C.pneumoniae:n 
muuntumisen persistenttiin muotoon, kuten aiemmin todettiin. Uusinta infektiot 
epäonnistuneen lääkehoidon jälkeen ovat myös hyvin yleisiä. 
 
Keuhkoklamydian akuutin infektion hoitoon käytetään nykyisin tetrasykliinejä, 
makrolideja ja fluorokinoleita (Blasi ym 2009). Rifamipisiini on hyvin tehokas antibiootti 
C.pneumoniae-infektion hoitoon ja sitä käytettiin myös tässä työssä positiivisena 
kontrollina sen tehon vuoksi. Rifampisiinia käytetään kuitenkin esimerkiksi Suomessa 
pääosin tuberkuloosin ja vakavaan stafylokokki-infektioon resistenssin muodostumisen 
välttämiseksi.  
 
Persistentin C.pneumoniae-infektion hoitoon ei vielä nykyisin tunneta tehokkaita 
lääkeaineita (Beeckman ym. 2014). Hoitoa vaikeuttaa myöskin diagnostiikan 
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puutteellisuus ja epätarkkuus. C.pneumoniae:n aiheuttaman infektion oireet voivat 
muistuttaa monien muidenkin bakteeri-infektioiden aiheuttamia oireita. β-laktaameilla, 
kuten penisilliinilla hoidetaan paljon erilaisia ylä- ja alahengitystieinfektioita. Jos infektio 
onkin ollut C.pneumoniae:n aiheuttama, vaarana on, että aloitettu väärä antibiootti, kuten 
penisilliini aiheuttaa persistenssin muodostumisen. Persistentissä infektiossa myös 
C.pneumoniae-bakteerin AB-partikkelin luonne vaikeuttaa sopivien lääkeaineiden 
löytämistä. Persistentissä tilassa bakteerilla ei juuri ole metaboliaa, proteiini synteesi on 
lähes pysähtynyt ja kromosomien replikaatio on hyvin hidasta (Wolf ym. 2000; Schoborg 
2011). Tämän vuoksi nykyisillä antibiooteilla ei ole riittävästi lääkevaikutuskohteita, 
joihin ne tavallisesti vaikuttaisivat.  
 
Chlamydia-bakteerien on havaittu muodostavan antibioottiresistenssiä 
antibioottiresistenssigeenien vaihdolla (Sandoz ja Rockey 2010). In vitro-tutkimuksissa 
resistenssiä on muodostunut ainakin makrolideja, tetrasykliinejä ja rifamysiinejä 
(erityisesti rifampisiinia) vastaan. Toistaiseksi tällä ei kuitenkaan uskota olevan vielä 
käytännön vaikutusta kliinisesti, sillä resistenssi on muodostunut vain pienelle osalle 
tutkittua bakteeripopulaatiota (heterotyyppinen resistenssi). Tällaisessa tapauksessa on 
myöskin usein epäselvää, onko kyseessä ennemmin persistenssin muodostuminen kuin 
oikea antibioottiresistenssi.  
 
4.2 Diagnostiikka 
 
C.pneumoniae:n aiheuttaman infektion diagnostiikka on ollut haasteena erityisesti 
kliinisessä työssä. Akuutin infektion diagnostiikkaan on jo olemassa muutamia keinoja, 
kun taas persistenttiä infektiota ei edelleenkään voida diagnosoida luotettavasti 
(Puolakkainen 2013). Esimerkiksi Suomessa HUSlab tekee akuutin C.pneumoniae-
infektion indiagnoosia perustuen MIF ja PCR-menetelmiin (HUSlab tutkimusohjekirja 
2017). 
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4.2.1 Akuutin infektion diagnosointi 
 
Akuutin infektion diagnosointiin voidaan käyttää useita menetelmiä (Saikku 1998; 
Miyashita ym. 2015). Näitä ovat esimerkiksi bakteeriviljely, serologiset testit, antigeenin 
detektointi ja molekyylibiologiset testit, kuten PCR (polymerase chain reaction). Näistä 
käytetyin on serologinen testaus. Serologisiin testeihin kuuluvaa mikroimmunofluoresenssi-
testiä (MIF) pidetään testauksen kultaisena standardina (Villegas ym. 2010; Persson ja 
Boman 2000). MIF-tekniikassa on kuitenkin omat haasteensa, kuten käytetyn antigeenin sekä 
reagenssien laadukkuuden vaihtelevuus, tulosten riippuvuus tutkijan ammatillisesta 
kokemuksesta ja potilaasta otetun seeruminäytteen ajoitus infektion alkamiseen nähden. 
Serologisissa testeissä mitattavat IgG ja IgM-vasta-aineiden ilmaantuminen verenkiertoon 
voi alkaa vasta viikkojen kuluttua infektiosta, jolloin väärään aikaan otettu verinäyte voi antaa 
väärän negatiivisen tuloksen testissä. Yleisesti serologiset testit ovat kuitenkin hyviä, sillä 
mitatta IgG-vasta-aineiden nousu verenkierrossa viestii nopeasti bakteeri-infektiosta. MIF-
testin lisäksi suosiota ovat kasvattaneet viime aikoina vasta-aineita detektoivat valmiit 
kaupalliset ELISA immuno-entsyymitestit.  
 
Molekulaariset bakteerin DNA:ta diagnosoivat testit, kuten PCR ovat kasvattaneet suosiotaan 
keuhkoklamydian diagnostiikassa. PCR-menetelmä voisi myös olla toimiva diagnostiikan 
väline kliiniseen diagnostiikkaan. Laboratoriossa PCR-menetelmää on käytetty in vitro 
tuotetun infektio osoittamiseen ja klamydian määrän laskemiseen näytteestä (Gaydos ym. 
1992). PCR:llä mitattava C.pneumoniae:lle spesifinen sekvenssi 16S rRNA-geenistä 
näyttäisi olevan samanlainen C.pneumoniae:n laboratorioista löytyvillä kannoilla (Reisch 
ym. 2003). Se eroaa kuitenkin muiden Chlamydia-suvun bakteerien, kuten 
C.trachomatis:n tai C.psittaci:n vastaavasta geenisekvenssistä. Tämä antaisi 
mahdollisuuden spesifisempään diagnoosin tekemiseen PCR-menetelmän avulla. 
Tutkijat havaitsivat mahdollisen määritysrajan olevan menetelmällään noin 1 IFU/ml 
(infectious units per ml), mikä mahdollistaisi kliinisten näytteiden analysointia ainakin 
aktiivisessa infektiossa. Tutkijat analysoivat myös muutamia potilaiden 
ylähengitystieinfektion näytteitä, joista kaikista C.pneumoniae:n aiheuttamista 
infektioista saatiin positiivinen tulos. 
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4.2.2 Persistenssin diagnosointi 
 
Erityisesti kroonisen infektion osoittaminen ja diagnosointi in vivo on hyvin haastavaa. 
Diagnostiikan haastetta lisää myös vaikeus selvittää onko infektio kroonistunut vai onko 
potilas vain altistunut uudelle infektiolle. Tutkijat ovat yrittäneet selvittää erilaisia 
tekijöitä, jotka olisivat persistentille muodolle tyypillisiä ja viestisivät persistentin 
bakteeri-infektion läsnäolosta. Esimerkiksi Chlamydia-bakteerien persistentille muodolle 
tyypillisen geeniekspression löytäminen olisi sekä lääkekehityksen että diagnostiikan 
kannalta merkittävää. Tutkimusten tulosten vertailua hankaloittavat myöskin useat 
muuttujat persistenssissä, kuten käytetty bakteerikanta, isäntäsolu ja persistenssin 
muodostumiseen käytetty menetelmä (Hogan ym. 2004). Yhtä yhteistä persistenssin 
fenotyyppiä ei myöskään todennäköisesti ole olemassa, vaan tämä vaihtelee 
muodostusmekanismin mukaan (Klos ym. 2009). 
 
Vaikuttaisi kuitenkin, että akuutin ja persistenssin infektion välillä voisi olla 
eroavaisuuksia proteiinien ilmentymisessä (Puolakkainen 2013). Tutkimuksissa mitään 
yhtä selkeää tekijää ei ole kuitenkaan löytynyt (Schoborg 2011). Esimerkiksi muutokset 
kalvoproteiini MOMP ja klamydiaalinen lämpöshokkiproteiini 60 (cHSP60) 
ilmentymisessä voisivat olla osittain indikaattoreita persistenssille (Hogan ym. 2004). 
Hep2- solulinjalla tehdyssä tutkimuksessa havaittiin esimerkiksi MOMP-proteiinin 
ilmentyminen lisääntyvän, kun viljelmää indusoitiin interferoni-γ:lla (Molestina ym. 
2002). Toisessa tutkimuksessa samalla solulinjalla tutkijat havaitsivat esimerkiksi 
MOMP-proteiinia koodaavien ompA ja ompB-geenien ilmenemisen lisääntyneen 
(Mathews ym. 2001). Tutkijat ovat kuitenkin havainneet erilaisilla menetelmillä 
tuotetuissa persistenteissä soluviljelmissä geeniespressioprofiilin vaihtelevan 
persistenssin tuottavan menetelmän mukaan (Klos ym. 2009). Olisikin hyvä tutkia onko 
samanlaista vaihtelevuutta myös in vivo muodostuneessa C.pneumoniae:n perisistentissä 
muodossa. 
 
Transkriptiotekijöitä tarkasteltaessa tulokset ovat olleet samoissakin aiheissa hyvin 
vaihtelevia ja traskriptiotekijät eivät välttämättä olekaan säännöllisesti esiintyviä 
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persistentissä infektiossa (Schoborg 2011). On esimerkiksi mahdollista, että 
vertailukohtana käytetyn 16S rRNA-geenin esiintyminen on aikariippuvaista ja tämä 
saattaa vääristää tuloksia muiden geenien esiintymisen mittauksessa. 
 
Serologiset testit voisivat myös soveltua persistentin infektion kliiniseen diagnostiikkaan. 
Testien etuna on kliinisessä työssä helppous, mutta ongelmana on, ettei toistaiseksi ole 
yleisesti määritelty hyväksyttäviä kriteerejä persistentille infektiolle (Puolakkainen 
2013). Akuutin ja persistentin C.pneumoniae:n infektion välillä vaikuttaisi mahdollisesti 
olevan eroja vasta-aineiden ilmentymisessä. Vasta-aineista IgA:ta on ehdotettu 
serologiseksi markkeriksi kroonisesta infektiosta, kun taas akuutin infektion vasta-aineita 
olisivat IgM ja IgG. Persistenssin diagnostiikan kannalta tärkeintä olisi kuitenkin löytää 
ensin selkeät persistentin infektion markkerit, ennen kuin voidaan kehittää kliiniseen 
työhön sopivia tehokkaita ja luotettavia diagnostiikkamenetelmiä.  
 
4.3 Tulevaisuuden hoito 
 
Chlamydia-suvun bakteerien hoidossa haasteita asettavat erityisesti bakteerin uniikki 
soluseinä ja solunsisäinen vakuolissa tapahtuva elinkierto ja lisääntyminen (Hanski ja 
Vuorela 2016). Bakteerin solunsisäisen inkluusion kalvorakennelma on hyvin spesifinen 
eikä se anna yli 500Da suuruisten yhdisteiden kulkea kalvon läpi passiivisella diffuusiolla 
(Heinzen ja Hackstadt 1997). Uusia lääkevaikutuskohtia ja antiklamydiaalisia yhdisteitä 
etsitään kuitenkin jatkuvasti. Seuraavaksi käydään läpi muutamia viimeaikaisia 
tutkimuskohteita ja mahdollisia menetelmiä uusien yhdisteiden löytämiseksi. 
 
4.3.1 Uusien antimikrobiaineiden kehitys ja etsiminen 
 
Uusien antiklamydiaalisten yhdisteiden löytämiseksi voidaan käyttää monia erilaisia 
menetelmiä, joista useita käytetään lääkekehityksessä yleisesti (Hanski ja Vuorela 2014). 
Tällaisia keinoja ovat esimerkiksi johtoyhdisteiden seulominen luonnonaine- ja 
yhdistekirjastoista. Uusien yhdisteiden löytämisessä on myös keskitytty paljon 
C.pneumoniae:n virulenssitekijöiden löytämiseen (Beeckaman ym. 2014). 
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Virulenssitekijöihin vaikuttamalla ei välttämättä kyetä tappamaan bakteeria, mutta 
voidaan heikentää sen kykyä infektoida isäntäsolu. Tällaisia kohteita ovat esimerkiksi 
tyypin 3 eritysjärjestelmä (T3SS).  
 
Chlamydia pneumoniae:n pitkä elinkierto tekee pienimolekulaaristen yhdisteiden 
suurseulonnan hitaaksi ja työlääksi. Tähän mahdollisena ratkaisu voisi olla 
virtuaaliseulonta, jossa tietokonemallinnuksen avulla voidaan hypoteettisesti seuloa uusia 
johtoyhdisteitä kirjastoista jo olemassa olevan toimivan lääkeaineen tai vaikutuskohteena 
olevan proteiinin avulla (Hanski ja Vuorela 2014). Ongelmana kuitenkin on, ettei 
C.pneumoniae:lla vielä toistaiseksi tunneta kovin paljoa spesifisiä kohdeproteiineja. 
Nykyisin vain kaksi 3D-proteiinirakennetta on saatavilla Protein Data Bank-rekisteristä 
immunogeenisten pintaproteiinien lisäksi, oksidoreduktaasi ja T3SS-järjelmään kuuluva 
Cpn0803-proteiini.  
 
T3SS-tyypin 3 eritysjärjestelmä on gram-negatiivisilla bakteereilla esiintyvä yksi 
merkittävimmistä virulenssitekijöistä (Cornelis ja Van Gijsegem 2000). Se on 
neulamainen proteiinikompleksi, joka erittää proteiineja isäntäsoluun mahdollistaen näin 
bakteerin mahdollisimman hyvän selviytymisen. Chlamydia-suvun bakteereilla T3SS-
järjestelmä osallistuu erityisesti bakteerin isäntäsoluun kiinnittymisessä ja sisään 
tunkeutumisessa, mutta se on läsnä useissa bakteerin elinkierron vaiheissa (Beeckman 
ym. 2014). T3SS-jäejestelmän estäminen voisi olla potentiaalinen lääkevaikutuksen 
kohde. Estämällä proteiinikompleksin toiminta, voitaisiin mahdollisesti vaikuttaa 
bakteerin isäntäsoluun tunkeutumiseen. Bakteeriin voitaisiin vaikuttaa tällöin jo solun 
ulkopuolella, jolloin vältettäisiin mahdollisesti solunsisäisen lääkeannostelun ongelmat. 
Tähän tarkoitukseen on etsitty vastausta esimerkiksi peptidomimeettien avulla (Stone ym. 
2011). Peptidit eivät kuitenkaan ole ihanteellisia annosteltavaksi suun kautta, mutta niitä 
voidaan käyttää mallina pienmolekulaaristen yhdisteiden seulonnassa. Yhdistekirjastoista 
onkin seulottu kokeisiin esimerkiksi glykolipidejä ja transferriinejä. 
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Bakteerien viestintäjärjestelmä eli quorum sensing on mekanismi, jonka avulla bakteerit 
voivat esimerkiksi viestiä keskenään ja säädellä virulenssigeenien ja virulenssitekijöiden 
geeniekspressiota (Beeckman ym. 2014). Bakteerien quorum sensing -järjestelmä 
muodostuu useista signaalireiteistä, jotka perustuvat bakteerin erittämiin molekyyleihin. 
Nämä sitoutuvat bakteerin reseptoreihin, mikä saa aikaan fosforylaatiokaskadin 
bakteerissa. Tästä seuraa puolestaan virulenssigeenien ekspressio. Chlamydia-suvusta 
Quorum sensing-järjestelmään mahdollisesti kuuluvia geenejä on löydetty Chlamydia 
trachomatiksesta (Koo ja Stephens 2003; Beeckman ym. 2014). Ei ole kuitenkaan varmaa 
ovatko nämä geenit varsinaisesti quorum sensing-järjestelmää vai osa jotain muuta 
bakteerin signaalireittiä. Signaalireitin inhibiittorit voisivat olla mahdollinen 
lääkevaikutuksen alue, sillä samanlaista järjestelmää ei ole löydetty eukaryoottisoluista. 
Toistaiseksi ei kuitenkaan tunneta klamydiaalisia quorum sensing-inhibiittoreita 
(Beeckman ym. 2014). Näiden etsimistä kannattaa kuitenkin tehdä esimerkiksi 
luonnonaineiden joukosta, sillä bakteerit, kasvit ja sienet ovat kehittyneet evoluutiossa 
rinnakkain. 
 
4.3.2 Yhdistelmähoidot 
 
C.pneumoniae:n hoitoon ei ole tähän mennessä löydetty kunnollista yksin toimivaa 
yhdistettä, joten olisi mahdollista, että hoitoa voitaisiin tehdä yhdistelmähoitona. 
Yhdistelmähoito voisi myös tuoda mahdollisesti ratkaisuja persistentin infektion 
hoitamiseen. Yhdistelmähoidossa käytetään samanaikaisesti kahta tai useampaa 
yhdistettä, joilla on tarkoitus saada parempi teho kuin aineilla yksinään käytettynä. 
Yhdisteet voivat olla antibakteerisia aineita tai esimerkiksi toinen yhdisteistä voi olla 
täysin muuhun tarkoitukseen käytetty yhdiste, kuten kalsiumkanavan salpaaja (Hanski ja 
Vuorela 2014).  
 
Kuten edellä aiemmin todettiin, bakteerin AB-muoto ei ole herkkä toistaiseksi tunnetuille 
antibiooteille, eivätkä pitkätkään asitromysiinihoidot potilailla ole tuottaneet tuloksia 
(Grayston 2005; Gieffers ym. 2001). Tutkijat ovatkin olleet kiinnostuneita 
mahdollisuudesta palauttaa infektio takaisin aktiiviseen muotoon jollakin yhdisteellä, 
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jonka jälkeen se voitaisiin tuhota antimikrobisella-yhdisteellä. L-tyypin kalsiumkanavan 
salpaajat, kuten nifedipiini, voivat aktivoida persistenttiä muotoa makrofageissa takaisin 
aktiivisempaan muotoon (Azenabor ja Chaudhry 2003b; Salin ym. 2011b). 
Kalsiumkanavan salpaaja ei yksin vaikuta klamydian määrään, mutta yhdistettynä 
esimerkiksi erytromysiinin tai doksisykliinin kanssa, voitaisiin infektio saada tuhottua. 
On kuitenkin havaittu, että epiteelisoluissa kalsiumkanavan salpaajat puolestaan 
enemmin aktivoivat kuin rajoittavat aktiivista infektiota, joten yhdisteet ovat enemmän 
infektiota muokkaavia kuin kasvua inhiboivia (Hanski ja Vuorela 2014).  
  
Toinen kiinnostava ryhmä ovat kolesterolin alentamiseen käytetyt statiinit. Näistä 
simvastatiinin on havaittu vähentävän klamydian määrää hiirillä hengitysteissä in vivo-
mallissa (Erkkilä ym. 2005). Hydrofobisemmalla pravastatiinilla ei puolestaan havaittu 
samanlaista vaikutusta, mikä saattaa sen johtua huonommasta penetraatiosta 
keuhkokudokseen (Tiirola ym. 2007).  
 
4.3.3 Rokote 
 
Chlamydia pneumoniae-bakteeria vastaan on yritetty kehittää myöskin rokotetta, jolla 
mahdollistettaisiin pidempiaikainen suoja infektiota vastaan (Watson ja Alp 2008). 
Rokotteen tulisi antaa pidempi suoja kuin biologisen infektion, jossa uuden infektion 
saaminen on hyvin yleistä. C.pneumoniae-infektiot ovat hyvin yleisiä, niiden 
diagnosointi on haasteellista ja nykytietämyksen mukaan infektio kroonistuu helposti, 
mikä tekee hoidosta haasteellista ja kallista. Tämän vuoksi ennalta ehkäisevä rokote voisi 
tuoda terveydenhuoltoon taloudellisia säästöjä. Samalla se voisi ehkäistä persistenttiä 
infektio ja sen mahdollisesti aiheuttamia liitennäissairauksia. 
 
Solunsisäisenä patogeeninä Chlamydia pneumoniae:lla on kyky paeta ihmisen 
humoraalista immuniteettiä, mikä osaltaan tekee bakteerista elimistölle vaikeasti 
tuhottavan (Watson ja Alb 2008). Vaikuttaisi kuitenkin, että erityisesti T-solut ovat 
merkittävässä asemassa primaari- ja uusintainfektiolta suojautumisessa. Pitkäaikainen 
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suoja voitaisiin siis saada mahdollisesti auttaja-T-soluja ja soluvälitteistä immuniteettiä 
aktivoimalla.  
 
Yksi mahdollinen rokotemuoto voisi olla DNA-immunisaatio, jossa valittua geeniä 
koodaava plasmidi-DNA injektoidaan lihakseen (Watson ja Alb 2008). DNA-plasmidi 
on myöskin itsessään auttaja-T-solujen adjuvantti, mikä voisi voimistaa tätä 
immuunipuolustuksen aktivaatiota. Eläinkokeissa pelkkä plasmidi-DNA on kuitenkin 
tuottanut vain osittaisen suojan C.pneumoniae-infektiota vastaan. Li (2010) kuitenkin 
tutki ryhmänsä kanssa mahdollisten antigeenien käyttämistä yhdessä erillisen adjuvantin 
kanssa. Adjuvanttina he käyttivät E. coli:n enterotoksiinia, jolla saatiin aikaan erityisesti 
vahva toivottu Th1-immunivaste. Aiemman tutkimuksen he epäilivät epäonnistuneen, 
mahdollisesti väärää immunivastetta aktivoineen adjuvantin vuoksi. Tehokkaan, mutta ei 
toksisen adjuvantin löytäminen onkin yksi rokotekehityksen haasteita. Sopivalla 
antigeenin ja adjuvantin yhdistelmällä voidaan kuitenkin parhaimmillaan saada 
rokotteelle korkea suojataso ilman patogeenisten vasteiden syntyä. 
 
Toinen mahdollinen vaihtoehto rokotteeseen voisivat olla bakteerin rakenneosien 
käyttäminen (Watson ja Alb 2008; Li ym. 2010). Rakenneosien käyttäminen tekee 
rokotteesta turvallisemman ja formulaatiosta stabiilimman kuin esimerkiksi kokonaisten 
heikennettyjen patogeenien käyttäminen. Mahdollisia vaihtoehtoja voisivat olla 
esimerkiksi bakteerin ulkokalvon proteiinit, kuten T3SS:n komponentit ja MOMP 
(Watson ja Alb 2008; Vasileysky ym. 2016). Tutkimuksissa teho ei kuitenkaan 
toistaiseksi ole ollut toivotulla tasolla. Tiedon kerääntyessä rokotustutkimus kuitenkin 
jatkuvasti kehittyy, joten on hyvin mahdollista, että esimerkiksi erilaisia komponentteja 
yhdistelemällä voitaisiin saada tulevaisuudessa toimiva profylaktinen rokote.  
 
  
33 
 
 
5 CHLAMYDIA PNEUMONIAE-INFEKTIOON YHDISTETYT 
SAIRAUDET 
 
Tänä päivänä C.pneumoniae:n persistentti infektio liitetään hyvin moniin pitkäaikaisiin 
ja kroonisiin sairauksiin. Kuten aiemmin todettiin, on mahdollista, että C.pneumoniae 
siirtyisi elimistössä persistentissä muodossa hengitysteistä muualle monosyyttien ja 
makrofagien avulla. Persistentti infektio kykenee solun sisällä piiloutumaan elimistön 
omilta puolustusjärjestelmiltä. Ongelmana ovat myöskin resistentin muodon kyky 
vastustaa antibiootteja ja diagnostiikan vaikeus.  
 
C.pneumoniae-bakteerin infektio on mahdollisesti taustalla esimerkiksi joissain sydän- ja 
verisuonisairauksissa, kuten ateroskleroosissa. Tutkimusta on tehty myös neurologisten 
sairauksien osalta ja näistä Alzheimerin tautiin voidaan mahdollisesti liittää myös 
C.pneumoniae:n krooninen tai aktiivinen infektio. Kroonisista hengitystiesairauksista 
erityisesti astman sekä kauhkoahtaumataudin yhteyttä keuhkoklamydiaan on tutkittu. 
Kroonisessa artiriitissa klamydian aiheuttaman infektion huomioon ottaminen on jo 
Suomessa mainittuna hoitosuosituksissa (lääkärin käsikirja Duodecim). Seuraavaksi 
tarkastellaan näitä muutamia sairauksia.  
 
5.1 Ateroskleroosi 
 
Ateroskleroosi eli valtimotauti tai kansanomaisesti valtimokovettumatauti on hyvin 
yleinen sairaus, jossa valtimoidenseinämät alkavat ahtautua ja verenkuljetus hidastuu ja 
lopulta estyy (Kovanen ja Pentikäinen 2016). Ateroskleroosin tunnettuja riskitekijöitä 
ovat muun muassa hyperkolestrerolemia, hyperglykemia, tupakointi ja geneettiset tekijät. 
Nämä riskitekijät eivät kuitenkaan selitä kaikkia ateroskleroositapauksia ja infektion 
aiheuttamaa ateroskleroosia on tutkittu jo pitkään (Champbell ja Kuo 2004).  
 
Vuonna 1978 osoitettiin laboratoriotutkimuksissa ensimmäisen kerran, että 
ateroskleroosin kaltainen tila voitiin saada aikaan virusinfektion avulla kanassa 
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(Fabricant ym. 1978). Myöhemmin on voitu osoittaa myös useiden bakteerien aktivoivan 
ateroskleroosin syntyä ja C.pneumoniae-bakteerin yhteys akuuttin sydäninfarktin kanssa 
havaittiinkin Suomessa Saikun tutkimusryhmän serologistentutkimusten toimesta vuonna 
1988 (Saikku ym. 1988). Tämän jälkeen C.pneumoniae eristettiin potilaiden 
ateroskleroosinäytteistä ja useista verisuonikudoksista, jonka myötä heräsi kysymys 
bakteerin osallisuudesta ateroskleroosin muodostumiseen (Kuo ym. 1993; Shor ym. 
1992). Myöhemmin ateroskleroosin muodostumista on mallinnettu eläinmalleissa 
esimerkiksi hiirillä (Blessing ym. 2001).   
 
Erityisesti kauhkoklamydian persistentin infektion on ajateltu olevan yhteydessä 
ateroskleroosiin, sillä se kykenee selviytymään isäntäsolun sisällä pitkiä aikoja (Schoborg 
2011). Koska keuhkoklamydian prevalenssi on maailmanlaajuisesti hyvin korkea, jopa 
50-70% ja jokainen on todennäköisesti saanut infektion kerran, on ateroskleroosin ja 
keuhkoklamydian syy-yhteyden näyttäminen ollut haastavaa (Campbell ja Kuo 2004). 
Tutkimuksissa on kuitenkin löydetty yhteneväisyyksiä ateroskleroosin patofysiologian ja 
C.pneumoniae-infektion patogeenisten mekanismien välillä (Chambell ja Kuo 2004). 
Ateroskleroosin synnyssä keskeisessä asemassa ovat krooninen tulehdusvaste, jota 
aiheuttaa endoteelin aktivoituminen, proinflammatoristen sytokiinien eritys, 
oksidatiivinen stressi ja immuunipuolustuksen solujen kuten makrofagien kertyminen 
endoteeliin. Endoteeliin kertyneet makrofagit täyttyvät LDL-kolesterolilla, jolloin 
muodostuu vaahtosoluja. Muodostuneet vaahtosolut erittävät sytokiineja, jotka ohjaavat 
paikalle lisää puolustusjärjestelmän soluja. Näin verisuonen seinämään muodostuu 
hiljalleen plakki, joka estää veren virtausta. C.pneumoniae:n on havaittu lisääntyvän 
ateroskleroosille merkittävissä soluissa, kuten makrofageissa, endoteelisoluissa ja 
sileälihassoluissa (Gaydos ym. 1996; Cao ym. 2007). Lisäksi se aktivoi sytokiinien ja 
adheesiomolekyylien eritystä ja se kykenee muuttamaan makrofageja vaahtosoluiksi, 
mikä on olennaista ateroskleroosin muodostumisen kannalta (Kalayoglu ja Byrne 1998; 
Cao ym. 2007). Onkin mahdollista, että juuri makrofagit olisivat linkki infektion 
siirtymisessä hengitysteistä muualle elimistöön (Gaydos ym. 1996). 
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Jos keuhkoklamydia on yksi mahdollinen ateroskleroosin riskitekijöistä, niin tällöin olisi 
teoriassa mahdollista, että keuhkoklamydiaan tehoavilla antibiooteilla voitaisiin vaikuttaa 
taudinkuvaan. Antibioottien kliinistä tehoa onkin tutkittu ateroskleroosipotilailla, mutta 
tulokset ovat olleet huonoja. Ateroskleroosin ja kauhkoklamydian yhteyttä vastaan puhuu 
kokeissa saatu huono antibioottien teho. Yhteyttä ei olekaan pystytty osoittamaan 
varmasti, jonka vuoksi jää epäilys C.pneumoniae-infektion lopullisesta vaikutuksesta 
ateroskleroosissa. Grayston (2005) esimerkiksi tutki tutkimusryhmänsä kanssa vuoden 
kestäneessä tutkimuksessa asitromysiinin vaikutusta sydäntapahtumiin 
ateroskleroosipotilailla. Tutkimukseen osallistui yli 4000 potilasta Yhdysvalloissa. Tulos 
oli kuitenkin, ettei asitromysiinillä ollut vaikutusta sydän- ja verisuonitapahtumien 
riskiin.  Suuri osa tutkimuksista on kuitenkin ollut pienillä potilasryhmillä ja lyhyillä 
antibioottihoidoilla toteutettuja, jolloin niiden tuloksista on vaikea tehdä luotettavia 
johtopäätöksiä (Grayston 2003). Kliinisten kokeiden ongelmana on myös usein ollut 
ateroskleroosin pitkälle eteneminen tutkituilla potilailla. Tutkimuksissa ei siis saada 
tietoa, voisiko lääkehoidolla olla vaikutusta taudin patogeneesiin varhaisemmassa 
vaiheessa. Toisaalta kaneilla tehdyissä tutkimuksissa antibioottien on havaittu estävän 
ateroskleroottisia muutoksia, kun lääkkeen annostelu aloitettiin ajoissa infektion jälkeen 
(Fong 2000). On siis mahdollista, että ateroskleroosin muodostumiseen voitaisiin 
vaikuttaa, mikäli lääkkeen annostelu voitaisiin aloittaa pian infektion jälkeen ennen kuin 
infektio on ehtinyt kroonistua verisuonen epiteelisolussa. 
 
Yhteenvetona tutkimuksista voidaan kuitenkin todeta, ettei tämän hetken tunnetuilla 
antibiooteilla ole ollut vaikutusta ateroskleroottisissa tapahtumissa. Syy-seurausyhteyden 
osoitus on vaikeaa, jos diagnostiikka ei onnistu ja tunnetuilla antibiooteilla ei ole tehoa. 
Toisaalta ateroskleroosiin ja sydän/verisuonitauteihin yhdistetään juuri persistentti 
infektio, johon ei ole toistaiseksi toimivaa hoitokeinoa. Voisiko siis olla, ettei antibiootti 
vain tehoa persistentissä tilassa olevaan bakteeriin, mutta tappaa aktiivisessa muodossa 
olevan? Riittävän lääkeainepitoisuuden saaminen ateroskleroottiseen plakkiin voi 
myöskin olla vaikeaa. Tarkka ja nopea diagnostiikka mahdollisimman non-invasiivisella 
menetelmällä olisi myös tärkeää. Tällöin lääkehoito voitaisiin aloittaa mahdollisimman 
aikaisin. Edellä kuvatuissa tutkimuksissa diagnostiikka perustui yleensä serologisiin IgA- 
ja IgG-tutkimuksiin ja eläinkokeiden kohdalla histologisiin tutkimuksiin. Voikin olla, että 
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uusien lääkkeiden ja diagnostiikan kehittyessä myös ateroskleroosin ja C.pneumoniae-
infektion yhteyden tutkimus pääsee eteenpäin. 
  
5.2 Astma 
 
Astma on keuhkoputkien tulehduksellinen sairaus, jossa keskeisiä oireita ovat 
hengenahdistus, hengityksen vinkuminen ja yskä (Haahtela 2014). Tulehdus aiheuttaa 
keuhkoputkien supistumista, josta oireet johtuvat. Diagnostiikassa voidaan käyttää apuna 
esimerkiski spirometriaa ja PEF-mittausta.  Chlamydia pneumoniae on tutkimuksissa 
usein yhdistetty astmaan ja sen vaikeusasteeseen sekä pahenemisvaiheisiin (Hahn ym 
2000; von Hertzen 2002; Black ym. 2000).  Erityisesti C.pneumoniae-bakteerin akuutti-
infektio on yhdistetty astman pahenemiseen ja heikentyneisiin tuloksiin spironometriassa 
(Cosentini ym. 2008).  
 
Serologisissa tutkimuksissa IgA:ta sekä lämpösokki proteiinia 60 (haet shock protein 60, 
CHSP60) pidetään merkkinä persistentistä infektiosta (Hahn ym. 2000). Tutkijat 
havaitsivat infektiivista astmaa sairastavilla potilailla olevan suuremmat IgA, IgG ja 
CHSP60-arvot kuin ei infektiivistä astmaa sairastavilla potilailla ja oireettomilla 
verrokeilla. Tämä tukee teoriaa, jonka mukaan astma voisi puhjeta potilaalla akuutin 
hengitystieinfektion jälkeen. Vasta-aineiden esiintyminen on myös yhdistetty astman 
oireiden pahenemiseen (Black ym. 2000). Tutkijat havaitsivat korkeita vasta-
ainepitoisuuksia esiintyvän erityisesti potilailla, joilla oireet olivat vakavammat. 
Akuutista infektiosta puolestaan viestivien IgG ja IgM-vasta-aineiden on havaittu 
korreloivan spironometrian ja PEF-mittausten tulosten kanssa (Cosentini ym. 2008). 
Vasta-aineiden esiintyminen oli yhteydessä astman pahenemiseen C.pneumoniae:n 
akuutin infektion kanssa. On mahdollista, että erityisesti C.pneumoniae:n akuutti infektio 
olisi erityisesti astman pahenemiseen vaikuttava tekijä, mutta yleisesti tutkimusten 
perusteella sekä persistentti että akuutti infektio voidaan liittää astman pahenemiseen.  
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C.pneumoniae:n ja astman pahenemisen yhteyden on ajateltu liittyvän C.pneumoniae:n 
kykyyn indusoida sytokiinien eritystä solusta (Johnston ja Martin 2005). Lisäksi se kykenee 
indusoimaan rektiivisen happi- ja typpiradikaalien erittymistä epiteelisoluista ja keuhkojen 
makrofageista. Tämä puolestaan voi johtaa liialliseen immuunipuolustuksen aktivaatioon ja 
jatkuvaan tulehdusvasteeseen keuhkoepiteelissä. 
 
Diagnostiikan heikkous jättää kuitenkin aukkoja astman ja C.pneumoniae:n infektion 
yhteydessä. Kuten aiemmin todettiin, persistentin infektion diagnoimiseksi ei toistaiseksi 
ole luotettavaa kliinistä testiä. Tutkimuksissa persistentin infektion osoitus perustui 
serologisiin IgA ja IgG-vasta-aineiden testeihin, jotka eivät vielä toistaiseksi ole 
hyväksyttyjä varmaksi keinoksi osoittaa persistentti infektio kliinisestä näytteestä. 
PCR:llä klamydian esiintyminen voitaisiin osoittaa näytteestä luotettavasti, mutta 
tämäkin kertoo vain klamydiabakteerin läsnäolosta, eikä sen aktiivisesta tai persistentistä 
muodosta. 
 
5.3 COPD eli keuhkoahtaumatsauti 
 
Chlamydia pneumoniae on yhdistetty keuhkoahtaumatautiin useissa tutkimuksissa (Blasi 
ym. 1993; Wu ym. 200). COPD on yhdistetty tutkimuksissa sekä akuuttiin että 
persistenttiin C.pneumoniae:n infektioon (Droemann ym. 2007) . Keuhkoahtaumatauti eli 
COPD on etenevä keuhkosairaus, johon liittyy sekä keuhkoputkien ahtautumista, että 
keuhkolaajentumaa (Katajisto ym. 2014). Kuten astmaan, myös keuhkoahtaumatautiin 
liittyy lisäksi keuhkoputkien pitkäaikainen tulehdus. COPD:n suurin riskitekijä on 
tupakointi. Jopa 4 - 34 %:lla COPD:n pahenemisvaiheen potilaista on havaittu 
C.pneumoniae-infektioita tutkimuksissa (Blasi ym 1993; Droemann ym. 2007). Suuri 
vaihtelu johtuu kuitenkin detektiomenetelmien eroavaisuuksista. 
 
Blasi havaitsi tutkimusryhmänsä kanssa COPD:n pahenemisvaihetta sairastavilla 
potilailla C.pneumoniae-bakteerin vasta-aineiden esiintymisen olevan yleisempää kuin 
terveillä verrokeilla (Blasi ym. 1993).  Vuonna 1997 Von Hertzen tutkimusryhmineen 
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havaitsi saman yhteyden keuhkoklamydia ja vakavaa keuhkoahtaumatautia sairastavien 
potilaiden välillä (Von Hertzen ym. 1997). Tutkijat detektoivat potilailta IgA ja IgG-
vasta-aineita, minkä perusteella he päättelivät infektion olleen persistentissä muodossa. 
Vasta-aineiden muodostuminen on kuitenkin hyvin vaihtelevaa eri ajankohtina 
infektiosta, joten lisäksi tutkijat määrittivät infektion esiintyvyyttä PCR:llä. Vuonna 2000 
Wu teki samanlaisen tutkimuksen, jossa detektiona käytettiin immunohistokemiallisia 
testejä (Wu ym. 2000). Tutkijat löysivät klamydiaa muun muassa keuhkokudoksen 
makrofageista, mikä kuvaa infektion olleen mahdollisesti persistentissä muodossa.  
 
Kuten aiemmin todettiin myös tupakan savun komponentit voivat aiheuttaa ainakin in 
vitro C.pneumoniae:n muuttumisen persistenttiin muotoon (Schoborg 2011). COPD:ssä 
suurin riskitekijä on tupakointi ja suomalaisista potilaista yli 95 % on tupakoitsijoita 
(Terveysportti, lääkärinkäsikirja, keuhkoahtaumatauti (COPD)). Tämä herättää 
kysymyksen voisiko tupakan savulla ja C.pneumoniae:n persistenttiin muotoon 
muuntumisella olla yhdessä yhteys COPD:n kehittymiseen. On kuitenkin vaikea sanoa 
voisiko C.pneumoniae edesauttaa COPD:n syntymistä vai onko se ennemmin sairautta 
pahentava tekijä. C.pneumoniae:n tiedetään kykenevän aktivoimaan sytokiinien 
tuotantoa ja tästä voi lopulta seurata keuhkoepiteelin tulehdusvaste, kuten astman 
kohdalla todettiin (Johnston ja Martin 2005). On siis teoriassa mahdollista, että 
C.pneumoniae voisi vaikuttaa keuhkoahtaumataudin kehittymiseen ja kulkuun. 
 
Samalla herää kysymys voitaisiinko esimerkiksi COPD:n pahenemisvaiheita hoitaa 
antibiooteilla, mikäli pahenemisen syynä olisikin C.pneumoniae-infektio. Toistaiseksi ei 
kuitenkaan tunneta persistenttiin infektioon tehoavia yhdisteitä. Akuutin infektion 
hoitaminen voisi kuitenkin teoriassa olla mahdollista. Tämä myös vaatisi 
detektiomenetelmien kehittymistä kliinisessä hoidossa mahdollisen infektion 
havaitsemiseksi ajoissa ennen sen kroonistumista.  
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5.4 Alzheimerin tauti 
 
Chlamydia pneumoniae:n yhteyttä neurologisiin sairauksiin on tutkittu paljon, ja näistä 
infektio yhdistetään erityisesti Alzheimerin tautiin. Alzheimerin tauti on hitaasti etenevä 
neurodegeneratiivinen sairaus, johon ei toistaiseksi ole parantavaa lääkitystä (Erkinjuntti 
ym. 2015). 
 
C.pneumoniae-bakteerin DNA:ta on eristetty tutkimuksissa Alzheimerin tautia 
sairastaneilta potilailta keskushermostosta aivoista useissa tutkimuksissa (Balin 1998, 
Hammond 2010). Alzheimer potilailla post-morterm tehdyissä kokeissa bakteeria löytyi 
taudin merkittäviltä aivoalueilta, kuten hippokampuksesta ja temporaali korteksista 
(Balin ym. 1998). Tutkimuksessa ei otettu kantaa oliko infektio akuutissa vai 
persistentissä muodossa, mutta tutkijat löysivät aivoista metabolisesti aktiivisia 
bakteereja, mikä voisi viitata akuuttiin infektioon. C.pneumoniae:n ja Alzhaimerin taudin 
yhteyttä on myös kuvattu hiirimallilla (Little ym. 2004). Tutkijat infektoivat terveitä hiiriä 
C.pneumoniae:lla nenäepiteelin kautta, mikä edisti Alzhaimerin taudille tyypillisten 
amyloidiplakkien tapaisten kertymien muodostumista hiiren aivoissa.  
 
Chlamydia pneumoniae voi infektoida ihmisen monosyyttejä ja makrofageja (Airanne 
ym. 1999; Azenabor ja Chaudhry 2003; MacIntyre ym. 2003). Näiden on ajateltu olevan 
keskeisessä osassa bakteerin kuljettamisessa muualle elimistöön. C.pneumoniae:n 
infektoimat monosyytit voivat kulkea veriaivoesteen läpi aivoihin, mitä kautta infektio 
pääsisi levittäytymään aivojen soluihin (MacIntyre ym. 2003). Aivoissa C.pneumoniae 
on löydetty niin verisuonten soluista, gliasoluista kuin monosyyteistä (Lim ym. 2014). 
Yksi teoria on, että näiden solujen infektoitumisesta seuraava pro-inflammatoristen 
sytokiininen erittyminen infektoiduista soluista laukaisisi kaskadireaktion, joka johtaisi 
amyloidiplakkien kertymiseen. On myös mahdollista, että C.pneumoniae-infektio vain 
kiihdyttää jo tapahtuvaa plakkien muodostusta. 
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Tutkimuksissa infektion detektiomenetelmät ovat olleet erilaisia, mikä tekee tutkimusten 
vertailun vaikeaksi. Aivokudoksesta bakteerin detektoiminen potilaalta on kliinisesti 
hyvin hankalaa ja serologiset testit ovat toistaiseksi suunnattu vain akuutin infektion 
detektointiin, joten kroonisen infektion osoittaminen potilaalta ei toistaiseksi onnistu. 
Toisaalta tutkimuksissa ei ollut otettu kantaa infektion muotoon, mikä jättää avoimen 
kysymyksen infektion laadusta. Alzhaimerin tauti on kuitenkin etenevä pitkä aikainen 
sairaus, joten on mahdollista, että infektio olisi persistentissä muodossa. Edellä 
kuvatuissa potilastutkimuksissa näytteet oli otettu post morterm (Balin ym 1998; 
Hammond ym. 2010), mikä myös viittaa bakteerin olleen sairastuneessa kudoksessa 
pidemmän aikaa. C.pneumoniae:n tiedetään myös muuttuvan spontaanisti persistenssiin 
monosyyteissä, mikä viittaisi persistentin infektion olevan mahdollinen Alzhaimerin 
taudissa. 
 
5.5 Multippeli skleroosi 
 
Multippeli skleroosi eli MS-tauti on keskushermoston oligodendrosyyttien muodostamaa 
myeliiniä tuhoava autoimmuunisairaus, jonka aiheuttavaa tekijää ei täysin tunneta 
(Tienari ja Ruutiainen 2015). On mahdollista, että taudin syntyyn vaikuttavat sekä 
geneettiset tekijät, että ympäristötekijät, kuten virus- tai bakteeri-infektiot (Contini ym. 
2010). Tämän vuoksi tutkijat ovat olleet kiinnostuneita myös C.pneumoniae:n ja MS-
taudin mahdollisesta yhteydestä. 
 
Viitteitä Clamydia pneumoniae-bakteerin ja MS-taudin välisestä yhteydestä löydettiin 
ensimmäisen kerran vuonna 1999 (Sriram ym. 1999). Tutkijat eristivät bakteerin MS-
potilaiden selkäydinnesteen näytteistä, ja detektio suoritettiin useammalla menetelmällä. 
Tutkijat epäilivät bakteerin olleen persistentissä muodossa potilailla. Myöhemmin 
tutkimuksissa ei ole kuitenkaan pystytty osoittamaan MS-taudin ja C.pneumoniae-
bakteerin suoraa yhteyttä (Contini 2010). Tutkijat eivät uskoneet, että C.pneumoniae:lla 
olisi ainakaan suora syy-seuraus-yhteys MS-taudin syntyyn.  
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Ei ole täysin selvää vaikuttaako Chlamydia pneumoniae MS-taudin kulkuun vai 
esiintyykö se lähinnä sekundääri-infektiona potilailla. MS-tauti altistaa potilasta 
erilaisille infektioille, joten on hyvin todennäköistä, että C.pneumoniae-infektiota 
esiintyisi potilailla. Toisaalta kuten aiemmin todettiin, C.pneumoniae:n tiedetään 
infektoivat monosyyttejä ja siirtyvän keskushermostoon veri-aivoesteen yli (MacIntyre 
ym. 2003). On siis mahdollista, että infektio siirtyisi keskushermostoon monosyyttien 
mukana ja täällä aiheuttaa kroonisen tulehduksen ja provosoida näin MS-taudin kulkua 
(Sriram ym. 1999).  
 
5.6 Reaktiivinen artriitti 
 
Reaktiivinen artriitti on niveltulehdus, joka syntyy aiemmin kehossa olleelle 
bakteeritulehdukselle vasteena (Peltola ja Valtonen 2011). Useat bakteeri-infektiot, kuten 
yersinia ja salmonella, voivat laukaista reaktiivisen artriitin. Chlamydia trachomatis on 
jo useamman vuosikymmenen ajan yhdistetty reaktiivisen artiriitin kehittymiseen, joten 
tämän myötä myös C.pneumoniae on yhdistetty taudin syntyy (Carter ym. 2012). 
C.pneumoniae:n on havaittukin yksin tai yhdessä C. trachomatis-infektion kanssa olevan 
sekä akuutin että kroonisen reaktiivisen artriitin laukaisijana.  
 
C.pneumoniae-bakteerin on epäilty olevan laukaisevana tekijänä noin 10 % reaktiivista 
artriittia sairastavilla potilailla (Hannu ym. 1999). Tutkijat mittasivat C.pneumoniae:n 
esiintyvyyttä potilailla vasta-aineiden avulla. Potilailla, joilta C.pneumoniae:n vasta-
aineita löydettiin, oli ollut hengitystie-infektio noin kuukautta ennen reaktiivisen artriitin 
puhkeamista, mikä viittaa kyseisen bakteerin kykyyn aiheuttaa reaktiivista artriittia.  
 
Reaktiivisen artriitin tiedetään olevan vahvassa yhteydessä leukosyytti antigeeniin (HLA-
B27) (Carter ym. 2012). Tutkimuksissa on usein selvitetty myös HLA-B27:n esiintymistä 
potilailla, joilla reaktiivisen artriitin on laukaissut todennäköisesti C.pneumoniae-bakteeri 
(Carter ym. 2012; Hannu ym 1999). Useissa tapauksissa potilaat olivat myös HLA-B27-
positiivisia. Voisikin siis olla hyvin mahdollista, että C.pneumoniae-infektio HLA27-
42 
 
 
positiivisella potilaalla lisää riskiä reaktiivisen artriitin puhkeamiseen. Tätä 
mahdollisuutta olisi hyvä tutkia tarkemmin.  
 
Sukupuolitaudin ollessa reaktiivisen artriitin laukaisijana hoitoon käytetään antibiootteja 
kuten doksisykliiniä. Tämän vuoksi voisikin olla teoriassa mahdollista hoitaa myös 
C.pneumoniae:n aiheuttamaa reaktiivista artiriittia tehokkaiden antibioottien avulla. 
Pitkän replikaatioajan vuoksi voi kuitenkin olla, että antibioottihoidon keston tulisi olla 
pidempiaikainen. Carter tutki ryhmänsä kanssa kaksoissokkoutetussa 
plasebokontontrollussa kokeessa rifampisiinin ja doksisykliinin yhdistelmän sekä 
asitromysiinin tehoa C.pneumoniae-positiivisilla reaktiivista artriittia sairastavilla 
potilailla (Carter ym 2010). Tutkimuksessa antibioottihoito osoittautui tehokkaammaksi 
verrattuna plaseboryhmään. On kuitenkin hyvä huomata tutkittavien potilasryhmien 
olleen melko pieniä, jonka vuoksi aihe vaatii lisää tutkimusta. Tutkimuksen perusteella 
voidaan kuitenkin ajatella, että tehokas solunsisäisen antibiootin käyttäminen 
hoitomuotona voisi olla mahdollinen hoito C.pneumoniae:n ylläpitämään reaktiiviseen 
artriittiin.  
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6 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TAVOITTEET 
 
Chlamydia pneumoniae-bakteerin perisitentti infektion on yhdistetty moniin kroonisiin 
sairauksiin, mutta sen hoitamiseksi ei toistaiseksi tunneta lääkeaineita. Tämän 
tutkimuksen tarkoituksena on selvittää farmasian tiedekunnassa tutkittavien mahdollisesti 
klamydiaa estävien yhdisteiden vaikutuksia C.pneumoniae-bakteerin persistenttiin 
infektioon. Lisäksi selvitetään tutkittavien yhdisteiden soveltuvuutta käytettyyn 
perisistenssin malliin ja muodostetaan persistentin C.pneumoniae-infektion 
tutkimusmalli yhdisteiden vaikutuksen mittaamista varten. Tutkimuksen tavoitteena on 
tuottaa tuloksi, joita voidaan hyödyntää jatkotutkimuksissa mahdollisten 
lääkekandidaattien etsimisessä. 
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7 MENETELMÄT JA MATERIAALIT 
 
7.1 β22-aminohappojohdannaiset 
 
Työssä käytetyt A1 ja A2 ovat syntetisoituja β22-aminohappojohdannaisia (kuva 5) 
(Hanski ym. 2016). Ne muistuttavat biologiselta aktiivisuudeltaan antimikrobisia 
peptidejä. Lisäksi niiden fysiokemialliset ominaisuudet ovat oraaliseen annosteluun 
sopivia. Yhdisteet saatiin professori Mortem B. Strömin tutkimusryhmältä Norjasta 
(Norjan Arktinen yliopisto, Tromsø, Norja). A1 ja A2 liuotettiin dimetyylisulfoksidiin 
(DMSO) kanssa, niin että kantaliuoksen pitoisuus oli 5mM. 
 
Kuva 5. β22-aminohappojohdannaisten A1 ja A2 yhdisteiden rakennekaaviot (mukaillen 
Hanski ym. 2016) 
 
7.2 Schisandra chinensis -lignaanit  
 
Kokeissa käytetyt schisandriini ja schisandriini B ovat Shisandra chinensis-kasvista 
eristettyjä dibentsosyklo-oktadieeni-lignaaneja (kuva 6). Shisandra chinesis-kasvin 
yhdisteitä on käytetty perinteisesti kiinalaisessa lääketieteessä ja entisen Neuvostoliiton 
alueella monipuolisesti terveyttä edistävänä rohdoksena (Hanski 2016). Schisandra 
chinesis-lignaaneilla ei ole havaittu antimikrobisia vaikutuksia, mutta poikkeuksen tässä 
tekee vaikutus C.pneumoniae-bakteeriin. Erityisesti schisandriini B:n ja C:n on 
tutkimusryhmässä aiemmin tehtyjen tutkimusten perusteella havaittu estävän 
C.pneumoniae-bakteerin kasvua ja infektiivisyyttä, minkä vuoksi schisandriini ja 
schisandriini B valittiin myös tähän työhön mielenkiintoisina yhdisteinä. Schisandriini 
hankittiin Sigma-Aldrichilta ja Schisandriini B hankittiin Fine Tech Industries -yritykseltä 
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(Yhdistyneet kuningaskunnat). Yhdisteet liuotettiin DMSO:iin niin että kantaliuoksen 
pitoisuus oli 20 mM. 
Kuva 6. Shisandriini ja Schisandriini B 
 
7.3 TE-yhdisteet 
 
TE-yhdisteet ovat professori Thomas Erkerin tutkimusryhmän (Wienin yliopisto, Itävalta) 
syntetisoimia yhdisteitä, joista on meneillään patenttihakemus klamydiainhibiittoreina. 
Tämän vuoksi yhdisteistä ei voida tällä hetkellä esittää rakennekaavoja. Yhdisteet on nimetty 
juoksevalla numerosarjalla ja tässä työssä yhdisteistä käytetään nimitystä TE-yhdisteet ja 
vastaavaa sarjanumeroa. Työssä käytettiin yhdisteitä; 939, 941, 944, 948, 949, 987, 993, 
1028, 1039, 1042, 1070-1081, 1089, 1092, 1095, 1096. Yhdisteet oli liuotettu DMSO:iin niin 
että kantaliuoksen vahvuus oli 20mM. 
 
7.4 Flavonoidi rakenteiset 
 
Työhön valittiin tutkittavaksi kolme flavonoidi rakenteista yhdistettä, joita on tutkittu 
tutkimusryhmässä aikaisemminkin C.pneumoniae-bakteeria vastaan. Flavonoidit ovat 
polyfenolisia yhdisteitä, joiden runko muodostuu 15 hiiliatomin muodostamasta kolmesta 
renkaasta (Alvesalo ym 2006). Flavonoidisia yhdisteitä esiintyy esimerkiksi hedelmissä, 
kasviksista, teessä ja kahvissa. Tähän työhön valittiin flavonoidi rakenteiset yhdisteet 
luteoliini, kversetiini ja biochanin A (kuva 7). Luteoliinillä ja kversetiinillä on aiemmin 
tutkimuksissa havaittu olevan vaikutusta C.pneumoniae-infektioon. Luteoliini ja 
kversetiini hankittiin Extrasynthèse:ltä (Ranska, HPLC-laatu)  
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Kolmas tutkittava yhdiste oli isoflavonoidi biochanin A (Sigma-Aldrich life sience, 
USA). Se on merkittävin isoflavonoidi puna-apilassa ja sitä on käytetty monissa maissa 
lievittämään postmenopausaalisia oireita naisilla (Hanski ym. 2014). Yhdisteen tehoa 
estää C.pneumoniae-bakteerin kasvua on tutkittu aikaisemmin tutkimusryhmässä, ja 
tämän vuoksi yhdiste valittiin mukaan myös tähän työhön. Yhdisteet liuotettiin 
dimetyylisulfoksidiin, niin että kantaliuoksen pitoisuus oli 20mM. 
Kuva 7. Luteoliini  Kversetiini  Biochanin A 
 
 
7.5 Muut työssä käytetyt yhdisteet 
 
Kokeissa käytettiin tutkittavien yhdisteiden lisäksi kontrolleina antibiootteja; 
asitromysiiniä ja rifampisiinia, sekä kontrollina resatsuriinikokeissa sytotoksista usniini 
happoa.  
 
7.6 Tutkittu bakteerikanta 
 
Infektioissa käytettiin C.pneumoniae:n CV6-kantaa. Bakteerikanta on 
kardiovaskulaarinen isolaatti. Kokeissa käytetty MOI (multiplicity of infection) vaihteli 
välillä 0,2-10 suoritetusta kokeesta riippuen. Bakteerikanta hankittiin professori Matthias 
Maassilta (Paracelsus Lääketieteellinen yliopisto, Salzburg, Itävalta).  
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7.7 Solujen viljely ja siirtäminen kuoppalevyille kokeita varten 
 
Kokeissa käytettiin kolmea erilaista solulinjaa; HL-epiteelisoluja, THP1-monosyyttejä ja 
näistä erilaistettuja makrofageja sekä Raw264.7-makrofageja. RAW264.7-makrofagit 
hankittiin ATCC:ltä (American Type Culture Collectio, Manassas, VA, USA), HL-solut 
saatiin lahjoituksena professori Pekka Saikulta (Lääketieteellisen mikrobiologian laitos, 
Diagnostiikan instituutti, Oulun yliopisto) ja THP1-monosyytit saatiin apulaisprofessori 
Vincenzo Cerullolta (Farmasian tiedekunta, Helsingin yliopisto). Soluja siirrettiin kokeita 
varten 24 ja 96-kuoppalevyille, niin että soluja oli kokeesta riippuen 150 000 – 500 000 
solua/ml 
 
7.7.1 HL-solut 
 
HL-solut ovat ihmisen keuhkoepiteelistä eristetty solulinja (Kuo ja Greyston 1991). 
Soluja kasvatettiin RPMI 1640-mediumissa (Lonza, Thermo Fisher Scientific, Verviers, 
Belgia), johon lisättiin 7,5% FBS:a (Fetal Bovine Serum, heat-inactivated, Thermo Fisher 
Scientific), 2mM L-glutamiinia (Thermo Fisher Scientific) ja 20µg/ml gentamysiinia. 
Viljelyä varten solulinja oli aloitettu aiemmin jäädytetystä ampullista. Jatkoviljely tehtiin 
75 cm2:n kokoisissa steriileissä kasvatuspulloissa. Solujen jakaminen tehtiin kaksi kertaa 
viikossa. Jaon alussa solut tarkistettiin mikroskoopilla ja pestiin PBS:llä (Phosphate 
Buffered Saline, ilman Ca ja Mg, Lonza, Thermo Fisher Scientific, Verviers, Belgia). 
Solut ovat adherenttejä, joten ne irrotettiin PBS pesun jälkeen kasvatuspullon pohjasta 
2,5% trypsiini-PBS-käsittelyllä. Tässä soluja inkuboitiin 10 minuuttia 37 asteessa 
trypsiinin kanssa, jonka jälkeen irronneet solut voitiin jakaa uuteen kasvatuspulloon 
kasvamaan. Samalla kokeita varten jaettiin soluja tarvittaessa 24-kuoppalevyille 
(Nunclon™ Delta surface, Thermo Fisher Scientific) pitoisuudella 400 000 solua/ml. 
Joitain kokeita varten kuoppiin laitettiin peitinlasit, joiden pintaan solut tarttuivat. 
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7.7.2 THP1 
 
THP1-solut ovat ihmisen akuutista monosyyttisestä leukemiasta peräisin olevia 
monosyyttejä. Soluviljely aloitettiin nestetyppeen jäädytetystä soluampullista. Ampulli 
sulatettiin ja steriiliin 25cm2 solupulloon lisättiin 10ml mediumia.  Kasvatuksessa 
käytettiin RPMI 1640 Dutch edition-mediumia (Gibco, Life Technologies, USA), johon 
oli lisätty FBS:a 10%, L-glutamaattia 2mM, merkaptoetanolia 0,05mM (Gibco, Life 
Technologies, USA) ja gentamysiiniä 20µg/ml. Soluja inkuboitiin 37˚C ja 5% CO2-
pitoisuudessa. Solut jaettiin noin 2-3 päivän välein, kun soluja oli noin 800 000/ml. 
Jatkoviljelyssä uuteen kasvatuspulloon lisättiin 10ml mediumia ja soluja niin että 
pitoisuus oli noin 400 000 solua /ml. THP1-somosyytit kasvavat solususpensiossa, joten 
solususpensio sentrifugoitiin (1500rpm, 5min) aina ennen siirtämistä uuteen 
kasvatuspulloon tai kuoppalevylle. Kokeita varten soluja siirrettiin 24-kuoppalevylle 
400 000solua/ml ja 96-kuoppalevylle (Nunclon™ Delta surface, Thermo Fisher 
Scientific) 300 000 solua/ml. Toisiin kokeisiin monosyytit erilaistettiin makrofageiksi 
0,16µM PMA:lla (phorbol myristate acetate, Sigma-Aldrich) (liuotettu DMSO:iin, 
kantaliuos 1mM) inkuboimalla 72 tunnin ajan.  
 
7.7.3 Raw264.7 
 
Raw264.7 ovat hiiren leukemiasta peräisin olevia makrofageja. Soluviljelmä aloitettiin 
jäädytetystä ampullista, kuten THP1-solujen kohdalla. Kasvatusmediumina käytettiin 
DMEM-mediumia (Gibco, Life Technologies, USA), jossa oli 10% FBS:a. Viljelyssä 
käytettiin 75cm2 pulloja.  Raw264.7-makrofagit ovat adherenttejä soluja, jonka vuoksi ne 
raaputettiin pullon seinästä irti ennen solususpension jakamista uuteen pulloon. 
Jatkoviljely tehtiin kolme kertaa viikossa ja solut jaettiin kasvuvauhdin mukaan 1:3 – 1:6. 
Soluja jaettiin kokeesta riippuen 96-kuoppalevyille 150 000solua/ml ja 300 000solua/ml 
ja 24-kuoppalevyille 250 000 solua/ml ja 500 000 solua/ml.  
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7.8 Chlamydia pneumoniae-infektio 
 
HL-solujen infektio tehtiin vertailukohteeksi markofageilla ja monosyyteillä tehtyjä 
infektiota varten. Infektio aloitettiin yön yli 24-kuoppalevyillä kasvatuksen jälkeen. Solut 
infektoitiin lisäämällä 200µl/kuoppa soluille infektioliuosta, jonka jälkeen levyjä 
sentrifugoitiin 1 tunti 550x g ja inkuboitiin 1 tunti 37 asteessa 5% CO2-pitoisuudessa. 
Infektioliuoksena toimi HL-medium, johon oli lisätty sykloheksamidia 1µg/ml (liuotettu 
DMSO:iin, kantaliuos 1mM) ja C.pneumoniae-bakteeria, niin että MOI-luvuksi liuokseen 
tuli kokeesta riippuen 0,2-1. Tämän jälkeen infektioliuos poistettiin ja kuoppiin lisättiin 
yhdisteliuos tai kontrolliliuos. Yhdisteliuos sisälsi infektioliuoksen tapaan HL-mediumia, 
sykloheksamisia ja tutkittavaa yhdistettä niin, että lopullinen pitoisuus oli haluttu. 
Kontrolliliuoksena toimi pelkkä HL-medium, johon oli lisätty sykloheksamidia. Levyjä 
inkuboitiin vielä 72 tuntia 37 asteessa.  
 
Raw264.7-makrofageilla ja erilaistetuilla THP1-makrofageilla infektio tehtiin, kuten 
edellä kuvattiin, mutta THP1-solut erilaistettiin ensin 72 tunnin ajan 16nM PMA-
liuoksella 37 asteessa. Infektiomedium koostui käytetystä solulinjasta riippuen 
Raw264.7-solujen mediumista tai THP1-solujen mediumista, johon oli lisätty 
C.pneumoniae-bakteeria niin että MOI-luvuksi saatiin 0,2-10 kokeesta riippuen. 
Tutkittavat yhdisteet ja kontrolliliuos lisättiin kahden tunnin kuluttua infektiosta 
infektioliuoksen poistamisen ja PBS:llä pesemisen jälkeen. Kontrolliliuos oli kokeesta 
riippuen Raw264.7- tai THP1-solujen medium ja yhdisteliuoksessa tähän lisättiin 
tutkittavaa yhdistettä, niin että saatiin haluttu lopullinen yhdistevahvuus. Levyjä 
inkuboitiin tämän jälkeen vielä 72 tuntia 37 asteessa.  
 
THP1-monosyyteillä infektiomediumia lisättiin solususpension joukkoon suoraan 
pipetoimalla 5µl infektioliuosta. Infektioliuo koostui THP1-mediumista, johon oli lisätty 
C.pneumoniae-bakteeria tarvittava määrä, niin että MOI-luku tämän jälkeen 1ml 
nestetilavuudessa kuopassa oli kokeesta riippuen 0,2-1. Tutkitut yhdisteet lisättiin heti 
infektioliuoksen jälkeen suspension joukkoon halutun vahvuisina ja levyjä inkuboitiin 72 
tuntia 37 asteessa.  
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7.9 Uusien bakteerisolujen muodostumisen mittaaminen 
 
THP1-monosyyteillä osa infektioista toteutettiin kaksivaiheisena kokeena. Kokeessa 
tarkoituksena oli tutkia, muodostivatko yhdisteen vaikutuksen jälkeen eloon jääneet 
bakteerit inkluusioita uusissa isäntäsoluissa. Ensimmäisessä vaiheessa infektio tehtiin 
tavallisesti monosyyteissä edellä kuvatun infektoimisen tavoin ja kuoppalevyille lisättiin 
tutkittavat yhdisteet heti bakteerin lisäämisen jälkeen suoraan kuoppalevylle. 72 tunnin 
inkubaation jälkeen tehtiin toinen infektio HL-soluissa ensimmäisen infektion solujen 
lysaateilla. Solujen lyysausta varten kuoppalevyltä kerättiin eppendorf-putkeen medium 
ja siinä joukossa olevat THP1-monosyytit. Eppendorf-putkeen oli lisätty kolme pientä 
kuulaa, jotka rikkoivat solut vorteksoitaessa. Tämä lysaatti siirrettiin infektiomediumina 
HL-soluille ja kuoppiin lisättiin vielä 500µl tuoretta HL-mediumia (sisälsi 
sykloheksamidia).  Toisessa infektiossa ei kuitenkaan enää lisätty enää lopuksi 
näyteyhdisteitä, vaan soluja inkuboitiin 72 tuntia pelkän infektiomediumin kanssa 37 
asteessa. Toisen vaiheen HL-solujen kuoppiin oli lisätty peitinlasit solujen jaossa. 
 
Edellä kuvattua kahden vaiheen infektiota kokeiltiin myös HL-soluilla. Tässä kokeen 
molemmissa vaiheissa soluina olivat HL-solut. Kokeen ensimmäinen infektio tehtiin 
kuten aiemmin kuvattu tavallinen HL-solujen infektointi ja yhdisteet lisättiin kuoppiin 
kahden tunnin infektoinnin jälkeen infektioliuoksen tilalle. Kokeen toisessa vaiheessa 
HL-solut pestiin ensin PBS:llä ja tämän jälkeen kuoppiin lisättiin 200µl tuoretta HL-
mediumia (mediumiin oli lisätty 1µg/ml sykloheksamidia). Solut irrotettiin 
kuoppalevyltä kuopan pohjasta pipetin kärjellä raaputtamalla ja koko neste kerättiin 
kuulilla varustettuun eppendorf-putkeen. Eppemdorf-putkea vorteksoitiin solujen 
lyysaamiseksi ja koko lysaatti siirrettiin uusille HL-soluille infektiomediumiksi toista 
infektiota varten. Toisessa vaiheessa käytettyjen kuoppalevyjen kuoppiin oli lisätty 
solujen jakamisessa peitinlasit, jotta soluja voitaisiin värjätä myöhempää tarkastelua 
varten. Kuoppalevyä inkuboitiin 2 tuntia 37 asteessa infektiomediumin kanssa, jonka 
jälkeen infektiomedium poistettiin ja korvattiin uudella sykloheksamidia sisältävällä HL-
mediumilla. Kuoppalevyjä inkuboitiin vielä lopuksi 72 tuntia 37 asteessa.  
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Molemmissa uusien bakteerisolujen muodostusta mittaavissa kokeissa bakteeri-
inkluusioden detektointi suoritettiin immunofluoresenssin avulla. Menetelmän toteutus 
on kuvattu seuraavassa kappaleessa tarkemmin.  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
7.10 Immunofluoresenssi 
 
Immunofluoresenssikoetta käytettiin infektion onnistumisen toteamiseksi HL-soluilla 
sekä kontrollina joissain inhibitiokokeissa. Menetelmässä solut infektoidaan edellä 
kuvatun mukaisesti klamydialla ja 72 tunnin inkuboinnin jälkeen solut fiksattiin kuopissa 
käytetyille peitinlaseille. Fiksauksessa kuoppasta poistettiin medium, jonka jälkeen solut 
pestiin PBS:llä. Pesemisen jälkeen kuoppaan lisättiin 1ml metanolia, jonka annettiin 
vaikuttaa 10 minuuttia. Metanolin vaikutuksen jälkeen peitinlasit kerättiin kuopista 
kuivamaan filtteripaperille. 
 
Bakteerin muodostamat inkluusiot voitiin tämän jälkeen värjätä klamydialle spesifisen 
vasta-ainereagenssin (Pathfinder® Chlamydia Culture confirrmation system Monoclonal 
antibody, Bio-Rad Laboratories, USA) avulla. Reagenssi sisältää fluoresenssi leimatun 
spesifisen vasta-aineen, sulforodamiinia ja epäspesifin väriaineen. Vasta-aine on värjätty 
FITC-fluorokromilla ja se tunnistaa Chlamydia-suvun bakteerien ulkokalvon 
lipopolysakkaridin. Inkluusiot voidaan tällöin havaita fluoresenssimikroskoopilla 
vihreinä. Sulforodamiini sitoutuu isäntäsolun proteiineihin, jolloin ne nähdään 
mikroskoopilla fluoresenssin ansiosta punaisina ja solujen kuntoa ja määrää voidaan näin 
tarkastella samalla. 
 
Solujen värjäyksessä kuiville peitinlaseille lisättiin reagenssia, jonka annettiin vaikuttaa 
huoneenlämmössä kosteassa tilassa 30 minuutin ajan. Tämän jälkeen peitinlasi pestiin  2 
kertaa PBS:llä ja kerran milli-Q-vedellä ja lasien annettiin kuivua filtteripaperilla. 
Kuivuneet lasit kiinnitettiin mikroskooppilasille mounting mediumin avulla (Patfinder 
Mounting medium, Bio-Rad Laboratories, USA). Laseja tarkasteltiin Evos FL-
mikroskoopin avulla punaisella (RFP) ja vihreällä (GFR) fluoresenssilla. Laseja 
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tarkasteltiin 20x suurennoksella ja jokaiselta lasilta laskettiin inkluusiot kuudesta 
satunnaisesti valitusta kuvaruudusta. Ennen inkluusioden laskemista punaisen fluorenssin 
avulla varmistettiin solujen tasainen määrä kuvassa.  
 
7.11 Solujen viabiliteetin määritys 
 
Käytettyjen solujen elinvoimaisuus yhdisteen vaikutuksen jälkeen mitattiin resatzuriinin 
avulla. Resatzuriini on indikaattori, joka on osallisena hapetus-pelkistysreaktiossa (Riss 
ym. 2013). Mikäli viljelmässä on eläviä soluja, niiden metabolia pelkistää resatsuriinin 
pinkiksi fluoresoivaksi resorufiiniksi. Tämän fluoresenssin avulla voidaan mitata elävien 
solujen määrä viljelmässä. Positiivisenä kontorollina kokeissa käytettiin sytotoksista 
usniinihappoa pitoisuudella 50µM. 
 
Määritys tehtiin THP1-monosyyteille, THP1-soluista erilaistetuille makrofageille ja Raw 
264.7-makrofageille. HL-soluilla kyseiset yhdisteet oli testattu tutkimusryhmässä jo 
aikaisemmin. Raw 264.7 soluja kasvatettiin yön yli ennen kokeen aloittamista, mutta 
THP1-monosyyteillä työskentely voitiin aloittaa heti solujen jakamisen jälkeen. Kokeissa 
THP-1 solut jaettiin 96-kuoppalevylle 300 000 solua/ml, mutta viimeisessä Raw264.7-
soluilla toteutetussa kokeessa soluja jaettiin 150 000 solua/ml. Raw264.7-soluilla 
yhdisteitä ja kontroleja lisättiin seuraavana aamuna 200µl/kuoppa vanhan 
kasvatusmediumin tilalle. Yhdisteliuoksessa yhdisteet oli lisätty Raw264.7- tai THP1-
solujen mediumiin niin että liuoksen vahvuus oli halutun mukainen. THP1-monosyyteillä 
yhdisteliuos lisättiin suoraan kuoppaan mediumin joukkoon heti solujen jakamisen 
jälkeen. Yhdisteet olivat liuotettuina DMSO:ssa, jonka vuoksi joissain kokeissa myös 
vastaavan DMSO:n pitoisuuden vaikutus viebiliteettiin mitattiin.  
 
Erilaistettaessa THP1-soluista makrofageja, erilaistaminen tehtiin 16nM PMA-
yhdisteellä ja levyjä inkuboitiin noin 72 tuntia ennen yhdisteiden lisäystä. Tämän jälkeen 
koe toteutettiin kuten Raw 264.7 soluilla, mutta yhdisteliuoksessa käytettiin THP1-
solujen mediumia. Kaikissa kokeissa kuoppaan lisättiin näytteitä, niin että 
53 
 
 
lopputilavuudeksi kuopassa tuli 200µl. Yhdisteiden lisäyksen jälkeen levyjä inkuboitiin 
72h 37 asteessa kaikissa kokeissa.  
 
Raw264.7 ja erilaistettujen THP1-solujen elinvoimaisuuden määritystä varten 
resatzuriini-kantaliuosta (Sigma-Aldrich) liuotettiin PBS:n 20µM vahvuiseksi liuokseksi 
ja solujen PBS-pesun jälkeen liuosta lisättiin 200µl/kuoppa. THP1-monosyyteillä tehtyä 
määritystä varten valmistettiin PBS:ään 100µM liuos, jota lisättiin solususpensioon 50µl. 
Kokonaisnestetilavuus kuopassa oli lopulta 250µl. Kaikkia levyjä inkuboitiin 2 tuntia 37 
asteessa folioon käärittynä, jonka jälkeen fluoresenssi mitattiin VarioSkanilla 
(VarioskanLux, Thermo Scientific) aallonpituudella: 560nm eksitoiva aallonpituus ja 
590nm emittoiva aallonpituus 
 
7.12 DNA:n eristäminen ja kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio-menetelmä 
 
Koska immunifluoresenssimenetelmää ei voida käyttää THP-1 ja Raw24.7-solujen 
kanssa, infektion määritys tehtiin qPCR-menetelmällä (quantitative polymerase chain 
reaction). Tätä varten soluilla tehtiin tavallisesti infektio, josta kerättiin inkubaation 
jälkeen DNA-näytteitä. Kaikilla solulinjoilla suoritettiin klamydian kasvua seuraava 
aikapistekoe, jossa solut vain infektoitiin klamydialla vahvuudella MOI 0,2 tai MOI 1. 
Tämän jälkeen kuoppalevyltä kerättiin näytteitä seitsemästä aikapisteestä klamydian 
kasvun määrittämiseksi. THP1-monosyytit kerättiin mediumin joukossa suoraan 
pipetoimalla kuopasta, mutta adherentit HL-, Raw264.7- ja erilaistetut THP1-solut pestiin 
ensin PBS:llä ja uuden PBS:n lisäyksen jälkeen irrotettiin kuopan pohjasta pipetin kärjellä 
raaputtamalla.  
 
Inhibitiokokeissa kuoppalevylle lisättiin infektion jälkeen yhdisteet ja näiden vaikutusta 
seurattiin samalla tavoin joko yhdessä, neljässä tai seitsemässä aikapisteessä. Raw 264.7 
solut kasvoivat hyvin nopeasti, joten näiden näytteiden solumäärät laskettiin Bürkerin 
kammion avulla ja solumäärät näytteissä standardoitiin ennen DNA:n eristämistä. 
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DNA:n eristäminen näytteistä tehtiin valmiin kaupallisen kitin (GeneJET genomic DNA 
purification kit #K0722, Thermo Scientific, Saksa) avulla nisäkässolun DNA:n 
eristämisen ohjeiden mukaisesti. THP1-monosyytit olivat eristämisen alussa kerättynä 
1ml nestetilavuuteen ja muut solut kerättiin 500µl tilavuuteen eppendorf-putkeen, jota 
sentrifugoitiin sentrifuugissa (Heraeus fresco 21 centrifuge, Thermo scientific, Germany) 
7 minuuttia 200g nopeudella. Näytteet eluoitiin eluutiopuskuriin 200µl tilavuuteen ja 
eristetyt DNA-näytteet varastoitiin pakkasessa -20 asteessa. DNA:n pitoisuuden 
määrittäminen näytteistä suoritettiin NanoDrop D-1000 spectrophotometer-laitteella 
(Thermo Fisher Scientific). Näytteissä DNA-pitoisuudet vaihtelivat 0,8 – 50 ng/µl välillä 
kokeesta riippuen. Saadun pitoisuuden perusteella voitiin laskea PCR-kokeeseen 
lisättävän DNA-näytteen määrä. Kokeessa lopullinen näytteen DNA-pitoisuus oli 
20ng/20ml. Lisäksi kokeissa käytetystä bakteerikannasta eristettiin 10 µl:n näyte saman 
eristyskitin gram-negatiivisten bakteerien DNA:n eristysohjeen mukaisesti. Eristetystä 
DNA:sta tehtiin valmis 1:10 laimennossarja, jossa oli 5 erivahvuutta. Alkuperäisestä 
eristetystä C.pneumoniae-näytteestä mitattiin DNA-pitoisuus NanoDrop:lla, jolloin 
tulokseksi saatiin 0,7ng/µl. 
 
Reaaliaikainen PCR-ajo suoritettiin Tondellon tutkimusryhmineen kehittämän 
menetelmän mukaisesti (Tondello ym. 2002). Reaktiota varten reaktioliuokset pipetoitiin 
ensin pieniin PCR-koeputkiin, josta koko neste pipetoitiin 96-kuoppaiselle PCR-levylle 
(MicroAmp Fast Optical 96-well Raction Plate with Barcode, Applied biosystems by Life 
technologies, USA). Reaktion kokonaistilavuus oli 20µl, jossa näytteen DNA-pitoisuus 
oli 20ng/20µl. Lisäksi reaktioon lisättiin 0,4µl kahta primeria, VD4R ja VD4F (10µM) 
(Metabion international AG, Saksa) ja 10µl mastermix-liuosta (Fast sybr Green Master 
mix, Thermo Fisher Scientific, Liettua). Pimereiden sekvenssit on esitetty taulukossa 2. 
PCR-levylle laitettiin näytteiden lisäksi mukaan kaksi negatiivista kontrollinäytettä ja 
eristetystä C.pneumoniae:sta valmistettu laimennossarja, josta saatiin viiden pisteen 
standardisuora. Standardisuoran vahvimman pisteen genomimäärä oli 500 000 000 
GE/ml, jota ajossa käytettiin sisäisenä standardina ja johon muita näytteitä verrattiin.  
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PCR-ajo suoritettiin Step One Plus Real time PCRsystems-laitteella (Applied 
Biosystems, USA). Reaktiossa lämmityssyklissä asetukset olivat ohjelman 
oletusasetukset: ensimmäinen vaihe 95°C 20 sekuntin ajan, syklinen vaihe 95°C 3s ajan 
ja 60°C 30s ajan (toistettiin 40 kertaa) ja viimeisessä vaiheessa 95°C 15s, 60°C 1min ja 
95°C 15s ajan.  Reaktiossa detektoitiin OmpA:ta, jonka määrän ohjelma laski sisäiseen 
standardiin vertaamalla.  
 
Taulukko 2. Primereiden sekvenssit (Metabolian international AG, Saksa) 
Primerit:  
Primer VD4F = TCC GCA TTG CTC AGC C 
Primer VD4R= AAA CAA TTT GCA TGA AGT CT 
 
7.13 Solumäärän standardointi Bürkerin kammion avulla 
 
Raw264.7-makrofagien solumäärää optimoitaessa solumäärien laskemiseen käytettiin 
Bürkerin kammiota (Marienfeld-superior, Saksa). Kammion syvyys oli 0,100mm 
(0,0025mm2, 0,04mm2). Kammion ruudukosta laskettiin 3 ruutua, joiden keskiarvon 
perusteella määritettiin näytteen solumäärä (solua/ml). Tämän perusteella näytteet voitiin 
laimentaa vastaamaan vähiten soluja sisältänyttä näytettä.   
 
7.14 Tulosten tulkinta 
 
Tulosten tulkinta tehtiin kokeesta riippuen laskemalla tulosten keskiarvo ja suhteellinen 
keskihajonta Microsoft Excel-ohjelmalla (inhibitioprosentti, viabiliteetti tai 
genomimäärä). PCR-tuloksissa järjestelmä vertaa genomimäärää suoraan sisäiseen 
standardiin, jolloin saadaan näytteen lopullinen genomiluku. Tulokset taulukoitiin ja 
esitetään työssä kuvaajien ja pylväsdiagrammien avulla Microsoft Excel-ohjelmaa apuna 
käyttäen. Tulosten tilastollinen analyysi tehtiin Studentin t-testillä SPSS-ohjelmalla. P-
arvot, jotka olivat alle 0,05 katsottiin tilastollisesti merkittäviksi. Kokeista tehtyjen 
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toistojen ja n-luvun määrä vaihteli kokeen mukaan. Näiden määrät on esitetty tulosten 
yhteydessä ja tarkemmat tulokset on esitetty liitteissä.  
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8. Tulokset 
 
8.1 Solujen elinvoimaisuus yhdisteille altistumisen jälkeen  
 
Solujen elinvoimaisuutta yhdisteille altistumisen jälkeen tutkittiin resatzuriinikokeen 
avulla menetelmät-osiossa kuvatun mukaisesti. Yhdisteiden vaikutusta 
elinvoimaisuuteen tutkittiin Raw264.7-makrofageilla, THP1-monosyyteillä ja 
erilaistetuilla THP1-soluilla. HL-soluilla vastaavat tutkimukset oli tehty 
tutkimusryhmässä aikaisemmin. Kaikissa kokeissa inkubaatioaika oli 72 tuntia. 
Tavoitteena oli selvittää yhdisteiden vaikutus solujen elinvoimaisuuteen aiemmin 
tutkimusryhmässä tutkittua pidemmän inkubaatioajan jälkeen ja määrittää sopiva 
yhdistepitoisuus inhibitiokokeisiin.  
 
β2,2-aminohappojohdannaisten (A1 ja A2) ja Schisandra chinensis -lignaanien 
(schisandriini ja schisandriini B) vaikutus elinvoimaisuuteen tutkittiin kaikissa kolmessa 
solulinjassa. Aminohappojohdannaisen luteoliinin ja kversetiinin vaikutus elinvoimaisuuteen 
tutkittiin myös kaikilla solulinjoilla, mutta biochanin A tutkittiin vain THP1-monosyyteillä 
ja erilaistetuilla THP1-soluilla. TE-yhdisteistä 1070 – 1081 tutkittiin Raw264.7-
makrofageilla. Yhdisteet; 944, 948, 949, 987, 993, 1028, 1039, 1042, 1089, 1092, 1095 ja 
1096 tutkittiin vain THP1-monosyyteillä, mutta yhdisteet 939 ja 941 tutkittiin sekä THP1-
monosyyteillä ja erilaistetuilla THP1-soluilla. Elinvoimaisuutta, joka oli noin 70 prosenttia 
tai enemmän, pidettiin riittävänä.  
 
8.1.1 β2,2-aminohappojohdannaiset 
 
A1 ja A2 yhdisteillä solujen elinvoimaisuutta mitattiin viidellä yhdistepitoisuudella (1, 
2,5, 5, 10 ja 25µM) kaikissa työssä käytetyissä monosyytti- ja makrofagi-solulinjoissa. 
Tulokset on esitetty kuvassa 8. Vähiten yhdisteet vaikuttivat erilaistettujen THP1-solujen 
elinvoimaisuuteen. A1 ja A2 yhdisteillä elinvoimaisuus oli suhteellisen korkea kaikissa 
solulinjoissa 2,5 ja 1µM pitoisuuksilla. Vahvemmilla pitoisuuksilla solujen 
elinvoimaisuus laski Raw264.7-makrofageilla ja THP1-monosyyteillä jopa 90-100%. 
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Huomioitavaa oli kuitenkin erilaistettujen THP1-solujen parempi elinvoimaisuus. 5µM 
pitoisuudella A2 yhdisteellä käsittelyn jälkeen solujen elinvoimaisuus oli yli 80% ja A1 
yhdisteellä yli 60%. Tulosten perusteella solut voidaan altistaa 1 ja 2,5µM pitoisuuksille 
molemmilla yhdisteillä.  
 
 
Kuva 8. Solujen elinvoimaisuus A1 ja A2 yhdisteille altistumisen jälkeen. n=4 
 
8.1.2 Schisandra chinensis -lignaanit  
 
Schisandriini ja schisandriini B yhdisteiden vaikutusta solujen elinvoimaisuuteen 
mitattiin kaikissa solulinjoissa. Elinvoimaisuutta tutkittiin neljällä yhdistepitoisuudella 
(10, 25, 50, 100µM). Schisandriini ja schisandriini B eivät olleet millään mitatulla 
pitoisuudella haitallisia Raw264.7-makrofagien elinvoimaisuudelle.  THP1-
monosyyttien ja erilaistettujen THP1-solujen elinvoimaisuus oli noin 70 prosenttia tai 
enemmän kolmella laimeimmalla pitoisuudella. Ainoastaan 100µM vahvuudella solujen 
elinvoimaisuus laski erilaistetuilla THP1-soluilla ja THP1-monosyyteillä sama oli 
havaittavissa schisandriini B:n vahvimmalla pitoisuudella. Raw264.7-makrofagien 
käsittelyyn tutkitut yhdisteet vaikuttaisivat tulosten perusteella olevan sopivia kaikilla 
tutkituilla pitoisuuksilla ja muissa solulinjoissa voidaan käyttää kolmea alhaisempaa 
pitoisuutta. Tulokset on esitetty kuvassa 9. 
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Kuva 9. Solujen elinvoimaisuus schisandriini ja schisandriini B-yhdisteille altistamisen 
jälkeen. n=4 
 
8.1.3 Luteoliini, kversetiini ja Biochanin A 
 
Mikään tutkituista flavonoidirakenteisista yhdisteistä ei vaikuttanut huomattavasti 
tutkittujen solujen elinvoimaisuuteen vahvuuksilla 5µM ja 10µM. Alle 70 prosentin 
elinvoimaisuus putosi 25µM pitoisuudella vain kversetiinille altistetuilla Raw264.7-
makrofageilla ja THP1-monosyyteillä sekä luteoliinille altistetuissa THP1-sonosyyteissä. 
Tulokset on esitetty kuvassa 10. Tulosten voidaan päätellä, että tutkitut solut voidaan 
altistaa kaikilla näillä yhdisteillä 5µM ja 10µM pitoisuuksille solujen elinvoimaisuuden 
muuttumatta merkittävästi. 
 
Kuva 10. Solujen elinvoimaisuus luteoliinille, kversetiinille ja biochanin A:lle 
altistamisen jälkeen. Raw264.7 n=4, THP1-monosyytit luteoliini n=8, kversetiini ja 
biochanin A=4, erilaistetut THP1-solut luteoliinija kversetiini n=8, biochanin A n=4 
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8.1.4 TE-yhdisteet 
 
TE-yhdisteistä makrofagi- ja monosyytti-solulinjoissa tutkittiin yhdisteitä, joiden 
vaikutusta solujen elinvoimaisuuteen ei ollut vielä aikaisemmin tutkittu 
tutkimusryhmässä. Elinvoimaisuutta mitattiin kolmella pitoisuudella (10, 25 ja 50µM). 
Yhdisteet 1073, 1074, 1075, 1079, 1080 ja 1081 jäivät alle toivotun elinvoimaisuuden 
kaikilla tutkituilla vahvuuksilla Raw264.7-soluissa. 1070, 1071, 1072, 1076 ja 1077 eivät 
vaikuttaneet huomattavasti Raw264.7-makrofagien elinvoimaisuuteen ja 1078 
yhdisteestä hyväksytyn elinvoimaisuuden rajan ylitti laimein tutkittu pitoisuus (10µM).  
 
THP1-monosyyttien elinvoimaisuuteen vähiten yhdisteistä vaikuttivat 987, 993, 1028, 
1039 ja 1042. Näille yhdisteille altistumisen jälkeen solujen elinvoimaisuus oli lähes 
kaikilla vahvuuksilla 100%. Muilla THP1-monosyyteillä tutkituilla yhdisteillä (939, 941, 
944, 948, 1089, 1092, 1095 ja 1096) elinvoimaisuus jäi hyvin matalaksi. Vain laimein 
vahvuus yhdisteellä 948 ei vaikuttanut solujen elinvoimaisuuteen. Erilaistetuilla THP1-
soluilla tutkittiin vain kaksi yhdistettä. Näistä 939:n alhaisimmalla vahvuudella solujen 
elinvoimaisuus oli noin 90%, mutta muilla pitoisuuksilla ja yhdisteellä 941 
elinvoimaisuus jäi melko matalaksi. Tulokset on esitetty liitteessä 1.  
 
8.2 Aikapistekokeet 
 
Kvantitatiivisella PCR-menetelmällä tutkittavia inhibitiokokeita varten C.pneumoniae-
bakteerin kasvua tutkittiin ensin yksinään eri solulinjoissa. Bakteerin genomiluku 
määritettiin kokeissa seitsemässä aikapisteessä ja jokaisessa solulinjassa koe tehtiin 
kahteen kertaan tulosten varmistamiseksi. Työn tarkoituksena oli tutkia C.pneumoniae:n 
persistenttiä muotoa, joten kokeissa keskityttiin Raw264.7-makrofageihin, THP1-
monosyytteihin ja erilaistettuihin THP1-soluihin, joissa bakteerin pitäisi mennä 
persistenttiin tilaan spontaanisti. Koe tehtiin myös HL-soluilla vertailun vuoksi. Tällöin 
bakteeri oletuksen mukaan on aktiivisen infektion muodossa. Koe suoritettiin kaikissa 
solulinjoissa MOI-luvulla 0,2 ja 1. 
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8.2.1 HL-solut 
 
HL-soluissa C.pneumoniae:n genomiluku kasvaa tarkasteluvälillä (Kuva 11). Bakteerin 
jatkuva genomiluvun kasvu kuvaa bakteerin replikoituvan aktiivisesti isäntäsoluissa, 
mikä viittaa infektion olevan aktiivisessa muodossa. 2 tunnin kuluttua infektiosta 
bakteerin genomimäärä oli noin 7000-8000 GE/ml. Genomiluku kasvoi koko tarkastelun 
ajan ja 72 tunnin kuluttua MOI-luvulla 0,2 genomiluku oli 5,3milj GE/ml. MOI 1 
kokeessa genomiluku nousi hyvin voimakkaasti ja 72 tunnin jälkeen genomiluku oli 
42,9milj GE/ml. Kokeessa solujen kunnon varmistamiseksi ja infektion kontrolloimiseksi 
käytettiin immunofluoresenssi-menetelmää, jossa bakteeri-inkluusiota laskettiin sekä 
infektiokontrollista, että negatiivisesta kontrollista. Kontorollilaseilla inkluusioiden 
määrä oli verranollinen MOI-luvun kanssa. 72 tunnin kohdalla ensimmäisellä kokeen 
suorituskerralla inkluusioita oli MOI 0,2 laseilla keskimäärin 5,5 inkluusiota/näkökenttä 
ja MOI 1 laseilla keskimäärin 26 inkluusiota/näkökenttä. Negatiivisissa kontrolleissa 
inkluusiota ei näkynyt, mutta solut olivat tavallisen näköisiä ja niitä oli runsaasti. Kokeen 
toisella suorituskerralla kontrollilasien värjäyksessä tapahtui jokin virhe, eikä laseilta 
voitu laskea selkeitä tuloksia. qPCR-menetelmällä saadut tulokset olivat kuitenkin tässä 
kokeessa hyvät, joten kokeen oletettiin kuitenkin onnistuneen muilta osin.  
Kuva 11. C.pneumoniae:n genomiluvun muutos 72 tunnin infektion aikana HL-soluissa. 
Solujen määrä oli 400 000/ml. n=4, poistettu yksi tulos rinnakkaisista MOI 1 aikapisteissä 
24h, 32h, 48h, 72h. 
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8.2.2 Raw264.7-makrofagit 
 
Raw264.7-makrofageilla koe tehtiin kahdesti, mutta toisella kerralla solujen määrä oli 
vain 250 000 solua/ml kun ensimmäisellä kerralla se oli 500 000 solua/ml. 
Mikroskoopilla soluja tarkasteltaessa ensimmäisen kokeen aikana, solujen havaittiin 
lisääntyvän hyvin nopeasti kuoppalevyllä. Tämän ajateltiin mahdollisesti vaikuttavan 
myös klamydian DNA:n suhteelliseen osuuteen koko näytteen DNA:sta, joten toisessa 
kokeessa solumäärä päätettiin standardoida ennen DNA:n eristämistä. Samalla solujen 
määrää laskettiin puoleen solujen elinvoimaisuuden parantamiseksi kokeen aikana. 
Solumäärän standardoimiseksi solut laskettiin kaikista näytteistä (n=2 per aikapiste). 
Myöhemmissä kokeissa solumäärä laskettiin vain yhdestä näytteestä aikapistettä kohden. 
Laskennan perusteella solujen määrän havaittiin kasvavan hyvin nopeasti inkuboinnin 
aikana, joten kaikki näytteet standardoitiin vastaamaan laimeimman näytteen solumäärää 
eli 446 000 solua/ml. Näytteistä lasketut solumäärien keskiarvot on esitetty taulukossa 3.  
 
Solujen määrä laskettiin myös ei infektoidusta kontrollista 72 tunnin inkuboinnin jälkeen. 
Infektoimattoman kontrollinäytteen solumäärä oli 3,5 miljoonaa solua/ml MOI 0,2-
kuoppalevylla kuoppalevyllä ja 3,1miljoonaa solua/ml MOI 1-kuoppalevyllä. 
Infektoidussa 72 tunnin näytteessä solumäärä oli puolestaan MOI 0,2-kokeessa noin 4,4 
miljoonaa solua/ml ja MOI 1-kokeessa 4,1 miljoonaa solua/ml. Infektion vahvuuden 
vaikutusta solujen kasvuun mitattiin myös studentin t-testillä. MOI 1 ja MOI 0,2 kokeiden 
välillä ei ollut tilastollista merkittävyyttä. P-luku vaihteli välillä 0,054-0,852 aikapisteestä 
riippuen (liite 2). 
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Taulukko 3. Raw264.7-makrofagien solumäärä keskimäärin aikapisteissä. Soluja jaettiin 
kuoppalevylle 250 000 solua/ml.  
  MOI 0,2 (solus/ml) MOI 1 (solua/ml) 
2h 4,74x105 5,76x105 
8h 5,44x105 6,78x105 
24h 1,64x106 1,86x106 
32h 2,91x106 3,47x106 
48h 3,48x106 2,45x106 
56h 3,23x106 2,94x106 
72h 4,39x106 4,10x106 
Asitromysiini 48h 3,38x106 3,04x106 
Asitromysiini 72h 5,35x106 3,04x106 
rifampisiini 48h 2,85x106 2,83x106 
Rifampisiini 72h 3,35x106 4,54x106 
ei infektiota 3,55x106 3,18x106 
 
Tuloksista huomataan C.pneumoniae:n genomiluvun laskevan molemmissa kokeissa 
hyvin voimakkaasti jo ensimmäisten 24 tunnin aikana infektiosta (kuvat 12 ja 13). 
Genomilukujen määrät ovat hyvin erilaiset kokeen ensimmäisten 8 tunnin aikana, mutta 
ne laskevat nopeasti 100-2000 GE/ml välille molemmissa kokeissa. 32 tunnin kuluttua 
infektiosta genomiluku kuitenkin pysyy melko samalla tasolla tarkastelujakson loppuun 
asti, mikä voisi viitata infektion muuttuneen persistenttiin muotoon. Perisistentissä 
muodossa C.pneumoniae ei replikoidu, mikä sopisi genomiluvun säilymiseen samalla 
tasolla koko kokeen loppuajan. Genomiluku ei myöskään pienene, joten makrofagi ei 
myöskään tuhoa bakteeria. 
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Kuva 12. C.pneumoniae-bakteerin genomiluvun muutos Raw264.7-makrofageissa 
infektion aikana. Solumäärä 500 000 solua/ml, n=2 
Kuva 13. C.pneumoniae-bakteerin genomiluvun muutos Raw264.7-makrofageissa 
infektion aikana. Solumäärä 250 000 solua/ml, n=2 
  
8.2.3 Erilaistetut THP1-solut 
 
Erilaistetuissa THP1-soluissa Chlamydia pneumoniae:n genomiluvun kehittyminen 
muistuttaa enemmän bakteerin kasvua HL-soluissa kuin Raw264.7-soluissa. Molemmilla 
MOI-luvuilla genomimäärä lähtee nousemaan ennen kokeen puoltaväliä ja 32 tunnin 
kohdalla määrä alkaa nousta voimakkaammin (kuva 14). MOI 0,2:n genomiluvun kuvaaja 
kuitenkin jää 48 tunnin jälkeen samalle tasolle (noin 1,0x106 GE/ml) tarkastelujakson 
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loppuun asti, kun MOI 1:n kokeessa genomiluku nousee jatkuvasti. MOI 1-kokeessa 
bakteerin genomi määrä on 72 tunnin jälkeen noin 3,8milj GE/ml. Tämä on lähellä HL-
soluissa saman MOI-luvun arvoa, 4,3 milj GE/ml. Erikoista on, että kasvukäyrä on 
päinvastainen Raw264.7-makrofageihin verrattuna. Myös erilaistetut THP1-solut ovat 
makrofageja, joten bakteerin replikaation voisi ajatella käyttäytyvän samalla tavoin 
molemmissa solulinjoissa. Koe tehtiin kuitenkin vain yhden kerran erinäisten ongelmien 
vuoksi, joten tuloksista on vaikea sanoa, olisivatko genomiluvut olleet nousevia vai 
tasoittuneet kokeen uusinnassa.  
 
Kuva 14. C.pneumoniae-bakteerin genomiluvun muutos erilaistetuissa THP1-soluissa 
infektion aikana. Solumäärä kokeen alussa 400 000 solua/ml, n=2 
 
8.2.4 THP1-monosyytit 
 
Aikapistekoe suoritettiin THP1-monosyyteillä kahteen kertaan samalla tavalla. 
Molemmissa kokeissa solumäärä oli jaettaessa 400 000 solua/ml. Kokeet erosivat 
kuitenkin toisistaan. Ensimmäisessä kokeessa genomimäärä pienenee molemmilla MOI-
luvuilla koko tarkasteluajan ja vakiintuu MOI 0,2:lla 32 tunnin jälkeen noin 5000 – 6000 
GE/ml välille (kuva 15). MOI 1:n kuvaaja putoaa jyrkästi koko kokeen ajan ja 72 tunnin 
kohdalla genomimäärä on vain 10 000 GE/ml, kun kokeen alussa genomiluku oli jopa 6 
kertaluokkaa suurempi. Tulosten perusteella voidaan päätellä, ettei bakteeri replikoidu 
kokeen aikana. Vahvemman MOI-luvun kohdalla on vaikea arvioida, johtuuko 
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genomiluvun putoaminen isäntäsolun puolustautumisesta bakteeria vastaan, isäntäsolun 
tuhoutumisesta tai jostain muusta. 
 
Kokeen uusinnassa MOI 1 kuvaaja on hyvin erilainen kuin muut kokeiden kuvaajat (kuva 
15). Genomiluku näyttää kasvavan 56 tunnin aikapisteeseen asti, jonka jälkeen se lähtee 
laskemaan. Pienemmällä MOI-luvulla kuvaaja on hyvin tasainen ja matala koko 
tarkastelujakson ajan (noin 700-1600 GE/ml). Genomimäärä on kuitenkin 
moninkertaisesti suurempi kuin ei infektoidun kotrollin antama tulos (noin 200 GE/ml). 
Kokeen ensimmäisissä aikapisteissä genomiluku on kuitenkin ollut kohtalainen (5900 
GE/ml), joten infektio on todennäköisesti onnistunut.  
 
On kuitenkin epäselvää, miksi kaksi samalla tavalla tehtyä koetta käyttäytyvät näin eri 
tavoin. Edellä esitetyn kirjallisuuden perusteella monosyyteissä infektion tulisi muuttua 
itsestään persistenttiin muotoon. On vaikea sanoa kumpi suoritetuista kokeista kuvaa 
paremmin oikeaa tilannetta ja mitä kokeissa on tapahtunut tulosten ollessa osin hyvinkin 
erilaiset. Tuloksia verrattiin keskenään myös tilastollisesti 72 tunnin aikapisteen kohdalla. 
Molempien kokeiden MOI 0,2 ja MOI 1 kokeen 72tunnin tuloksia verrattiin keskenään 
Studentin t-testillä (liiteet 3 ja 4). Ensimmäisessä kokeessa genomimäärä päätyy 
molemmilla MOI-luvuilla samalle tasolle ja tilastollisesti tässä ei ollutkaan eroa 
(p=0,385). Toisessa testissä silmämääräisesti kuvaajat näyttävät asettuvan eri arvoille, 
mutta tilastollisesti tähän ei saatu eroa (p-arvo=0,173). Tämä johtui suuresta hajonnasta 
tuloksissa. 
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Kuva 15. a) C.pneumoniae:n genomiluvun kehitys THP1-monosyyteissä ensimmäisessä 
kokeessa. n=2. b) C.pneumoniae:n genomiluvun kehitys THP1-monosyyteissä toisessa 
kokeessa. n=2, poistettu toinen tuloksista MOI 1 aikapisteessä 8h, solumäärä molempien 
kokeiden alussa 400 000 solua/ml. 
 
8.3 Tutkittujen yhdisteiden vaikutukset C.pneumoniae-infektioon 
 
Inhibitiokokeita tehtiin työn aikana useammalla eri menetelmällä ja C.pneumoniae-
bakteerin kasvua detektoitiin kahdella erilaisessa menetelmällä, immunofluoresenssi-ja 
qPCR-menetelmällä.  Inhibitiota tutkittiin sekä HL-soluissa, THP1-monosyyteissä, että 
Raw264.7-makrofageissa.  
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8.3.1 Immunifluoresenssi-menetelmällä detektoidut tutkimukset 
 
Yhdisteillä 1098, 1092, 1095 ja 96 vaikuttaisi kaikilla olevan hyvä inhibitioteho akuuttia 
infektiota vastaan 25µM vahvuudella HL-soluissa. Pienemmillä pitoisuuksilla teho jää 
kaikilla yhdisteillä melko matalaksi ja kasvaa annosvasteen mukaan. Yhdisteistä 
ainoastaan 1096 jäi inhibitioteholtaan matalaksi jopa vahvimmalla pitoisuudella. 
Tulosten perusteella 1096 ei välttämättä ole paras yhdiste C.pneumonia-infektion 
hoitamiseen HL-soluissa. Yhdisteistä 1089 ja 1095 olivat kuitenkin suhteellisen 
tehokkaita jopa 17,5µM vahvuudella (inhibitioaste yli 90%). Tässä työssä HL-soluissa 
testatuista yhdisteistä nämä kaksi yhdistettä vaikuttaisivat olevan lupaavimpia yhdisteitä 
jatkotutkimuksiin. On kuitenkin hyvä huomata, että koe suoritettiin vain yhden kerran, 
jonka vuoksi tulokset olisi hyvä tarkistaa työn uusimisella. Tulokset on esitetty kuvassa 
16 
 
 
Kuva 16. 1089, 1092, 1095 ja 1096 yhdisteiden inhiboiva vaikutus C.pneumoniae-
infkektioon eri vahvuisina liuoksina. n=3, MOI 0,3 
 
Yhdisteiden tehoa tutkittiin myös uusien bakteerien muodostusta mittaavalla testillä, 
jossa yhdisteiden vaikutuksen jälkeen infektiota jatkettiin uusissa isäntäsoluissa vanhassa 
infektiossa selvinneillä bakteereilla. Tutkimuksessa MOI-luku oli 0,2, kun 
aikaisemmassa tavallisessa inhibitiokokeessa MOI oli 0,3. Ensimmäisessä vaiheessa heti 
yhdisteiden vaikutuksen jälkeen kaikilla yhdisteillä vaikuttaisi olevan suhteellisen 
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samanlainen teho keskenään (kuva 17a). Edelliseen kokeeseen verrattuna 1089 yhdisteen 
teho on kuitenkin ollut heikompi kuin tavallisessa inhibitiotestissä. Yhdiste 1095 
vaikuttaisi kuitenkin olevan myöskin tässä kokeessa tehokas.  
 
Kokeen toisessa vaiheessa infektioon ei enää lisätä yhdisteitä, jolloin havaitaan 
muodostavatko ensimmäisessä infektiossa jäljelle jääneet bakteerit uusia inkluusioita. 
Tässä vaiheessa 1089 yhdisteen teho on ollut huomattavasti huonompi kuin aiemmassa 
testissä (kuva 17b). Jäljelle jääneet bakteerit ovat olleet hyvin elinvoimaisia ja tuottaneet 
uuden infektion yhdisteen poistuttua viljelmästä. Tässäkin vaiheessa kaikkein tehokkain 
tutkituista yhdisteistä vaikuttaisi olevan 1095. Sen inhibitio teho on ollut hyvä 
ensimmäisessä infektiossa 17,7 ja 25µM vahvuuksilla eikä uusia inkluusiota ole 
muodostunut huomattavasti uusintainfektiossa 17,7µM vahvuudellakaan. Toisessa 
vaiheessa inhibitioaste on ollut 93% 17,7µM vahvuudella. Yhdiste on siis kyennyt 
vaikuttamaan hyvin kohteena olleisiin bakteereihin. Toisaalta on hyvä huomata, että 
kokeessa mitataan uusien bakteerisolujen muodostumista, eli ovatko ensimmäisestä 
infektiosta otetut bakteerit EB-muodossa. Vain EB-muoto säilyy isäntäsolun ulkopuolella 
ja voi infektoida uuden isäntäsolun. On siis myös mahdollista, että bakteerit olisivat 
muuttuneet persistenttiin muotoon eivätkä tämän vuoksi muodosta uusia inkluusiota 
jatkoinfektiossa.  
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Kuva 17b. C.pneumoniae-bakteerien inkluusioden uudelleen muodostusta mittaavan 
kokeen a) ensimmäinen infektio b) toinen infektion. Kokeen ensimmäisessä vaiheessa 
infektoiduille soluille on lisätty 1089, 1092, 1095 ja 1096 yhdisteitä eri vahvuuksilla. n=2, 
MOI 0,2. 
 
Edellä kuvattu kahden vaiheen inhibitiokoe suoritettiin myös THP1-monosyyteillä ja 
Raw264.7-makrofageilla A1 ja A2 yhdisteitä käyttäen. THP1-monosyyteillä suoritetussa 
kokeessa tapahtui infektioliuoksen valmistamisessa laimennusvirhe, jonka vuoksi MOI-
luku oli vain 0,5, kun sen olisi pitänyt olla 1. Kokeessa ensimmäinen infektio suoritettiin 
THP1-soluissa ja jatkoinfektio tehtiin HL-soluilla, jotta inkluusioita voitaisiin laskea 
lopuksi. Toisen infektion lopuksi peitinlaseja tarkasteltaessa soluissa ei näkynyt 
merkittävästi inkluusiota, joista olisi voitu laskea inhibitioastetta (kuva 18). Inkluusiota 
oli 0-2 kappalette näkökenttää kohden ja inkluusioden muoto sekä koko vaihteli 
-60
-40
-20
0
20
40
60
80
100
120
140
2,5µM 5µM 10µM 17,5µM 25µMI
n
h
ib
it
io
as
te
 (%
)
yhdisteen pitoisuus (µM)
MCC HL-soluilla (2-step)
1089 1092 1095 1096
-40
-20
0
20
40
60
80
100
120
140
2,5µM 5µM 10µM 17,5µM 25µM
In
h
ib
it
io
as
te
 (%
)
yhdisteen pitoisuus (µM)
MCC HL-soluilla (1 step)
1089 1092 1095 1096
71 
 
 
näkökenttien välillä. Monet inkluusiot olivat myös osin hajonneet. Inkluusioden määrä 
oli sama yhdisteillä käsitellyissä näytteissä ja infektiokontrollissa.  
 
On mahdollista, ettei bakteerilinja ole replikoitunut hyvin THP1-soluissa tai bakteeri on 
muuttunut persistenttiin muotoon ensimmäisen infektion aikana, jolloin HL-soluja on 
yritetty infektoida persistentin-muodon omaavilla soluilla. Tällöin bakteeri olisi 
oletettavasti vielä RB tai AB-muodossa, eikä voisi infektoida uutta isäntäsolua.  
 
A    B  
Kuva 18. Immunofluoresenssivärjäyksellä todennetut C.pneumoniae-bakteerin 
inkluusiot bakteerien uudelleen muodostumista mittaavassa kokeessa HL-soluissa THP1-
solujen infektion jälkeen. A) Kuvassa infektiokontrolli, B) kuvassa näyte käsitelty A1-
yhdisteellä 1µM vahvuudella, Kuvassa A vihreä pallo on klamydia-inkluusio. Kuvassa B 
inkluusiot ovat osin hajonneet. MOI 0,5, mittajana 200µm 
 
Kun samaa koetta suoritettiin Raw264.7-soluilla, toisen vaiheen infektion suoritettiin HL-
soluissa. Tässä vaiheessa HL-solujen kontrollilaseja fiksauksattaessa kuoppalevyä 
käsiteltiin väärin päin ja infektiokotrollit jäivät epähuomiossa liian pitkäksi aikaa 
metanoliin ja tuhoutuivat. Tämän vuoksi kokeesta ei saatu laskettua inhibitioastetta. 
Raw264.7-makrofageissa tehdystä infektiosta tehtiin kuitenkin muutama infektio- ja ei 
infektiokontrolli peitinlaseille solujen kunnon ja määrän tarkastelemiseksi ja nämä lasit 
käsiteltiin immunofluoresenssimenetelmällä. Näiltä laseilta voitiin havaita, ettei 
C.pneumoniae ollut muodostanut selkeitä inkluusiota makrofagisoluihin ja bakteerin 
määrää oli mahdotonta määrittää. Kun kuvia verrataan HL-soluilla tehtyyn vastaavan 
kokeen toisen vaiheen kuviin, niin voidaan havaita suuri ero inkluusioiden 
muodostumisen välillä (kuva 19).  
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A         
B           
Kuva 19. Immunofluoresenssivärjäyksellä todennetut C.pneumoniae-bakteerin 
inkluusiot bakteerien uudelleen muodostumista mittaavassa kokeessa. A) 
infektiokontrolli Raw264.7-makrofageissa, B) infektiokontrolli aiemmassa HL-soluissa 
tehdyssä uusintainfektiossa. Kuvassa B vihreät pallot ovat klamydia-inkluusiota. Kuvassa 
A inkluusiot ovat osittain hajonneet. MOI 0,2, mittajana 200 µm 
 
8.3.2 Kvantitatiivisella PCR:llä mitatut tutkimukset 
 
Kun Chlamydia pneumoniae-bakteerin kasvukäyrät oli määritetty aikapistekokeissa, 
kokeiltiin erilaisten yhdisteiden vaikutusta bakteerin kasvamiseen. Vertailun vuoksi 
yhdisteiden vaikutusta tutkittiin ensin HL-soluissa. Yhdisteiden vaikutusta mitattiin vain 
yhdessä aikapisteessä (72h) eri vahvuuksilla ja tästä laskettiin yhdisteen inhibitioaste. 
Koe suoritettiin shisandriini, schisandriini B, luteoliini ja A1 ja A2-yhdisteillä. Tulokset 
on estetty kuvassa 20. Tuloksista voidaan huomata schisandriini B:llä A1:llä ja 
luteoliinilla olevan hyvä inhiboiva vaikutus C.pneumoniae-infektioon vahvemmilla 
pitoisuuksilla. Kaikilla näillä yhdisteillä teho vahvemmilla pitoisuuksilla vaikuttaisi 
olevan yli 80%. Yhdisteistä schisandriini ja schisandriini B valittiin tutkittaviksi myös 
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Raw264.7-makrofageissa. Koe suoritettiin kaksi kertaa, mutta kokeen uusiminen tulosten 
varmistamiseksi olisi suositeltavaa.  
 
 
Kuva 20. schisandriini, schisandriini B, A1, A2 ja luteoliini vaikutus C.pneumoniae-
infektioon HL-soluissa. Mitattu PCR-menetelmällä. n=4, MOI 0,2 
 
Schisandriini ja schisandriini B-yhdisteillä C.pneumoniae-infektion inhibitiotehoa 
testattiin myös Raw264.7-makrofageissa. Koe suoritettiin kuitenkin aikapistekokeena, 
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jolloin voitiin seurata bakteerin kasvun kehitystä tarkemmin. Kokeessa MOI-luku oli 10 
ja kaikissa aikapisteissä näytteiden solumäärät standardoitiin vastaamaan 2 tunnin 
näytteen solumäärää. Yhdisteiden rinnalle toteutettiin infektiokontrolli, jossa voitiin 
seurata pelkän infektion kasvua samassa kokeessa.  
 
Kokeessa schisandriini ja schisandriini B eivät näyttäisi inhiboivan C.pneumoniae-
bakteerin kasvua. Tarkasteluvälillä 2-72h sekä ilman yhdisteitä, että yhdisteiden kanssa 
bakteerin genomiluku pienenee huomattavasti lähtötasosta (kuva 21a). Kuvaaja on 
laskeva kuten aikaisemmissa Raw264.7-soluilla tehdyssä aikapistekokeissa. 
Infektiokontrollin genomimäärä 72 tunnin aikapisteessä oli 4700 GE/ml. Tämä on 
suurempi kuin aiemmissa aikapistekokeissa, mutta kokeen alussa MOI-luku oli myös 
suurempi kuin aikapistekokeissa. 
 
Kun genomiluvun muutoksia tarkastellaan tarkemmin viimeisten aikapisteiden kohdalta, 
havaitaan silmämääräisesti tarkasteltuna schisandriinilla käsitellyissä soluissa 
genomiluvun lähtevän kasvamaan jälleen 54 tunnin kuluttua infektiosta (kuva 21b). On 
siis mahdollista, että yhdiste vaikuttaa johonkin mekanismiin bakteerissa tai 
isäntäsolussa, mikä tavallisesti estää bakteerin replikoitumisen. On myös mahdollista, 
että yhdiste aktivoisi bakteeria takaisin aktiivisen infektion muotoon, jolloin se lähtee 
replikoitumaan uudelleen. Yhdiste voi myös estää jotain mekanismia solussa, joka 
tavallisesti rajoittaa bakteerin kasvua.  
 
Tuloksia tarkasteltiin myös Studentin t-testillä. Schisandriini B:llä ei saatu tilastollista 
eroa infektiokortolliin verrattuna, vaikka kokeen ensimmäisellä kerralla silmämääräisesti 
tulokset näyttivät lupaavilta (liiteet 5 ja 6). Eroa ei tullut ensimmääisen testin tuloksia 
erilleen tarkasteltaessa eikä kokeen molempia suorituskertoja yhdessä tutkittaessa. 
Tarkasteluun otettiin aikapisteet 48h (p=0,168), 54h (p=0,331) ja 72h (p=0,811). 
Shisandriinillä tuloksissa näyttäisi silmämääräisesti tarkasteltuna olevan eroa 
infektiokontrolliin, mutta t-testillä tilastollista eroa kotrolliin verrattaessa ei saatu samoja 
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aikapisteitä tarkasteltaessa. Tulokset olivat kuitenkin paremmat kuin schisandriini B:llä. 
Aikapisteissa p-arvot olivat: p48h=0,68, p54h=0,75 ja p72h=0,87. 
 
Kuva 21. C.pneumoniae-bakteerin kasvu Raw264.7-makrofageissa schisadriini ja 
schisandriini B:n vaikutuksen aikana ja ilman yhdistevaikutusta a) 2-72 tunnin b) 32-72 
tunnin aikana. 2h, 48-72h: n=6, 8h-32h: n=2, MOI 10. 
 
Kokeessa erikoista oli myös Raw264.7-makrofagien kasvu kokeen aikana. Solujen 
kasvua seurattiin jokaisessa aikapisteessä ja näytteiden solumäärät standardoitiin. 
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Lasketuista solumääristä voidaan huomata schisandriini B:n vaikutuksen aikana solujen 
kasvaneen kokeen molemmilla suorituskerroilla huomattavasti hitaammin kuin pelkän 
infektion ja schisandriinin vaikutuksessa. 72 tunnin aikana schisandriini B:n 
vaikutukselle altistuneiden solujen määrä näytteissä oli ajoittain jopa 50% pienempi kuin 
muissa näytteissä. Solumäärät on esitetty molempien kokeiden osalta taulukoissa 4 ja 5. 
 
Taulukko 4. Solumäärät (solua/ml) keskimäärin eri aikapisteissä ensimmäisessä 
kokeessa. Schisandriinin solumäärät olivat yhtenevät infektiokontrollin kanssa. 
  
Infektiokontrolli 
Schisandriini 
B 
2h 300 000 300 000 
8h 643 000 556 000 
24h 1 876 000 1 270 000 
32h 2 380 000 2 300 000 
48h 5 850 000 1 970 000 
56h 2 540 000 1 956 000 
72h 3 630 000 2 053 000 
  
Taulukko 5. Solumäärät (solua/ml) keskimäärin eri aikapisteissä toisessa kokeessa. 
Schisandriinin solumäärät olivat yhtenevät infektiokontrollin kanssa. 
  Infektiokotrolli Schisandriini B 
2h 483 000 366 000 
48h 1 900 000 933 000 
56h 2 743 000 1 160 000 
72h 3 260 000 1 706 000 
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9 POHDINTA 
 
Tutkimuksen tulosten perusteella saatiin paljon tietoa tutkittujen yhdisteiden 
vaikutuksesta käytettyjen solulinjojen elinvoimaisuuteen. Lisäksi tietoa kertyi 
C.pneumoniae:n kasvusta eri solulinjoissa ja tutkittujen yhdisteiden vaikutuksesta 
C.pneumoniae-infektioon. Tutkimuksissa myös havaittiin yhteneväisyyksiä aiempien 
tutkimusten tulosten kanssa muun muassa bakteeri-inkluusioden muodostumisessa 
solulinjoissa. Vertailemalla tuloksia keskenään ja muissa tutkimuksissa saatujen tulosten 
kanssa, voidaan tehdä päätelmiä ja pohdintaa tutkittujen yhdisteiden mahdollisesta 
antiklamydiaalisesta vaikutuksesta ja saadaan tietoa jatkotutkimuksia varten.  
 
Eri yhdisteryhmillä tehdyissä elinvoimaisuus kokeissa solulinjojen välillä on eroja 
yhdisteiden sietokyvyssä. Suuressa osassa THP1-monosyyteillä tehdyissä 
elinvoimaisuuskokeista solujen elinvoimaisuus jäi heikoksi, erityisesti yhdisteiden 
vahvemmilla pitoisuuksilla. Erilaistetut THP1-makrofagit ja Raw264.7-makrofagit sen 
sijaan olivat elinvoimaisia lähes kaikilla yhdisteillä ja ainakin laimeimmilla vahvuuksilla. 
Monien yhdisteiden suuremmilla vahvuuksilla ei myöskään ollut vaikutusta 
makrofagisolujen elinvoimaisuuteen. Tästä ainoan poikkeuksen tekivät Schisandra 
chinensis -kasvista eristetyt lignaanit. Schisandriinilla ja schisandriini B olivat hyvin 
siedettyjä kaikissa solulinjoissa 72 tunnin inkuboinnin jälkeen.  
 
Tutkimusryhmässä on aikaisemmin tutkittu β2,2-aminohappojohdannaisten vaikutusta 
Raw264.7-makrofagien elinvoimaisuuteen (Lohkaja 2016). Tutkimuksissa A1 ja A2 
yhdisteet eivät vaikuttaneet huomattavasti solujen elinvoimaisuuteen 24 tunnin 
inkuboinnin aikana vahvuuksilla 2,5 ja 5µM. Tässä tutkimuksessa inkubointiaika oli 72 
tuntia ja tuloksista havaitaan 5µM vahvuisen yhdistepitoisuuden kuitenkin laskeneen 
solujen elinvoimaisuutta 0-20% tasolle molemmilla yhdisteillä. 2,5µM vahvuudella 
solujen elinvoimaisuus oli kuitenkin noin 63% A2-yhdisteellä ja noin 93% A1-
yhdisteellä. Vaikuttaisi siltä, että solujen sietokyky on ollut parempi lyhyemmällä 
inkubointiajalla, mutta pidemmän alitistusajan jälkeen Raw264.7-makrofagien 
elinvoimaisuus laskee. 
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Bakteeri-inkluusioden uudelleen muodostumista mittaavissa kokeissa havaittiin 
C.pneumoniae-bakteerin muodostavan inkluusiota hyvin HL-soluissa, mutta 
makrofageissa selkeitä inkluusioita ei muodostunut ja niiden määrittäminen 
immunofluoresenssin avulla oli haastavaa (kuva 20). Tulos on yhtenevä aiempien 
tutkimustulosten kanssa. Muun muassa Poikonen (2010) totesi tutkimusryhmänsä kanssa 
PCR-menetelmän soveltuvan infektion määrittämiseen makrofageissa inkluusioden 
vaihtelevan muodostumisen vuoksi. Tämä selittää myös minkä vuoksi qPCR-menetelmä 
soveltuu paremmin infektoitujen makrofagien tarkasteluun tässä työssä. 
Immunofluoresenssimenetelmää varten solujen tulee myöskin olla adherenttejä, jolloin 
niitä voidaan kasvattaa kuopissa peitinlasien päällä. Tämän vuoksi menetelmä ei 
soveltunut THP1-monosyyteille tässä työssä.  
 
Tässä tutkimuksessa ei tehty immunofluoresenssivärjäystä missään kokeessa 
erilaistetuille THP1-makrofageille, koska bakterien inkluusiota ei oletettu muodostuvan. 
Aikapistekokeissa C.pneumoniae-bakteerin genomimäärän kehittyminen muistuttaa 
kuitenkin enemmän HL-solujen kasvukäyrää (kuva 11) kuin Raw264.7-makrofagien 
(kuvat 12 ja 13). Genomimäärä nousi tarkastelujakson ajan, aivan kuin bakteeri olisi 
jakautunut aktiivisessa infektiossa. Jatkotutkimuksissa voisi olla mielenkiintoista tutkia 
muodostuuko selkeitä inkluusioita bakteerin jakautuessa aktiivisesti, vai olisivatko 
inkluusiot epämääräisemmän muotoisia. Poikosen (2010) tutkimuksen mukaan voidaan 
kuitenkin olettaa, etteivät inkluusiot välttämättä olisi yhtä selkeitä kuin HL-soluissa. 
 
Kaksivaiheinen bakteeri-inkluusioden muodostumista mittaava koe suoritettiin 
tutkimuksessa myös THP1-monosyyteissä. Tulosten perusteella havaittiin, ettei 
tutkituissa monosyyteissä muodostunut merkittävän paljon selkeitä inkluusiota (kuva 19). 
C.pneumoniae-bakteerin kasvua monosyyteissä mittaavissa aikapistekokeissa bakteerin 
genomimäärän havaittiin laskevan toisessa kokeessa koko seurantajakson ajan (kuva 
15a). Aiemmin tehtyjen tutkimusten mukaan C.pneumoniae-infektion pitäisi muuttua 
spontaanisti persistenttiin muotoon monosyyteissä (Airanne ym. 1999). On siis 
mahdollista, että myös tämän tutkimuksen kokeissa bakteeri on muuttunut persistenttiin 
muotoon monosyyteissä ja tämän vuoksi genomimäärän kehitys ja inkluusioiden 
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muodostuminen on jäänyt vähäiseksi. Persistenssissä infektiossa bakteeri on isäntäsolun 
sisällä RB-muodossa. Kun inkluusioden muodostumista mittaavassa kokeessa solut 
lyysataan ensimmäisen infektion jälkeen, on mahdollista, että bakteerit ovat olleet RB-
muodossa. RB-muoto ei kuitenkaan selviä isäntäsolun ulkopuolella eikä kykene 
infektoimaan uutta solua. On siis mahdollista, että bakteerit ovat olleet persistentissä 
muodossa kokeen ensimmäisessä infektiossa eikä uusia inkluuiota tämän vuoksi 
muodostunut jatkoinfektiossa suurempia määriä. 
 
C.pneumoniae-bakteerin kasvua seurattiin työssä neljässä eri solulinjassa PCR-
menetelmän avulla. Tuloksista kuitenkin havaitaan bakteerin kasvun käyttäytyvän hyvin 
eri tavalla eri solulinjojen välillä. HL-soluissa bakteerin kasvu on oletetun kaltaisesti 
nouseva. Infektiossa bakteerin genomimäärä alkaa nousta nopeammin 32 tunnin jälkeen, 
kuten sen teorian mukaan tulisikin nousta bakteerien jakautuessa inkluusion sisällä (Chi 
ym. 1987).  
 
Mielenkiintoista tuloksissa on kuitenkin muissa solulinjoissa tapahtuva C.pneumoniae-
bakteerin genomimäärän kehitys. Makrofagi-solulinjoissa kasvu ei ole samanlaista 
keskenään. THP1-makrofageissa genomimäärän kehitys on aluksi ollut nousevaa ja 
tasaantunut tarkastelujakson loppupuolella, mutta Raw264.7-makrofageissa kasvu laskee 
koko tarkastelujakson ajan. Makrofagi-luonne ei siis tunnu selittävän kasvun kehitystä. 
Erilainen genomin kehitys voi selittyä myös käytettyjen makrofagilinjojen erilaisella 
fenotyypillä. Raw264.7-solut ovat jatkuva solulinja, joiden kasvu jatkuu infektion 
jälkeen. Erilaistetut THP1-solut puolestaan lopettavat kasvamisen PMA:lla käsittelyn 
jälkeen. Erilaistettaessa THP1-solun morfologia muuttuu ja esimerkiksi fagosytointi 
kasvaa monosyyttisoluun verrattuna (Tsuchiya ym. 1982). Eri monosyytti ja 
makrofagilinjoja tutkittaessa on havaittu niiden morfologian ja geeniekspression olevan 
erilaista C.pneumoniae-infektion aikana ja soluja keskenään vertailtaessa (Beagley ym. 
2009). Makrofagien erilaisesta luonteesta voivat myös johtua tutkimuksessa saadut 
erilaiset tulokset C.pneumoniae-bakteerin genomin kehittymisestä isäntäsoluissa.  Kokeet 
toistettiin vain kerran, minkä vuoksi kokeet olisi hyvä tehdä vielä uudelleen vaihtelevien 
tulosten varmistamiseksi. Mikäli bakteerin käyttäytyminen eri makrofagi-solulinjoissa on 
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hyvinkin vaihtelevaa, voi tämä tarkoittaa bakteerin vaihtelevaa käyttäytymistä myös in 
vivo-olosuhteissa. 
 
Aiemmissa tutkimuksissa C.pneumoniae-bakteerin on havaittu muuttuvan spontaanisti 
persistenttiin muotoon makrofageissa (Airanne ym. 1999). Tämän työn tuloksista 
havaitaan, että Raw264.7-makrofageissa bakteerin genomimäärä putoaa tarkastelujakson 
aikana, mutta jää lopuksi matalalle tasolle. Tämä voisi viitata C.pneumoniae-inefektion 
muuntuvan persistenttiin muotoon solulinjassa. Persistentissä tilassa bakteerin metabolia 
ja replikoituminen hidastuvat huomattavasti, joten bakteerin määrän ei tällöin tulisi 
lisääntyä solussa. 
 
C.pneumoniae voi myös aktivoida makrofagien muuttumista vaahtosoluiksi LDL-
partikkelien läsnä ollessa (Kalayoglu ja Byrne 1998). Tutkimusryhmässä aiemmin 
tehdyissä tutkimuksissa Raw264.7-solujen on havaittu muuntuvan vaahtosoluiksi 
C.pneumoniae-infektiossa myös ilman lisättyä LDL:ää (Hanski ym. julkaisematon 
havainto 2016). Blessing (2002) havaitsi puolestaan tutkimusryhmänsä kanssa 
C.pneumoniae-bakteerin replikaation hidastuvan RAW264.7-makrofageissa, jos solut 
muunnetaan vaahtosoluiksi. Teoriassa on siis myös mahdollista, että tehdyssä 
aikapistekokeessa infektio aktivoisi Raw264.7-makrofagien muuntumista vaahtosoluiksi, 
jolloin bakteerin replikaatio soluissa hidastuu tämän vuoksi.  
 
Aikapistekoe toteutettiin myös THP1-monosyyteillä kaksi kertaa, mutta kokeiden välillä 
kasvukäyrät olivat hyvin erinäköisiä. Kokeet suoritettiin samalla tavalla molemmilla 
kerroilla, mutta genomimäärän kehittymisen erilaisuus kokeiden välillä antaa kuitenkin 
kuvaa jonkinlaisesta eroavaisuudesta kokeiden välillä. Eroa kokeiden välillä voi olla 
esimerkiksi solujen elinvoimaisuudessa. THP1-monosyytit ovat suspensiossa kasvavia 
soluja, joten niiden kuntoa ei voitu tutkia peitinlaseille fiksaamalla ja mikroskoopin 
avulla. Aiemmin tutkimuksissa on havaittu C.pneumoniae-infektion aiheuttavan 
monosyyttien muuntumista makrofageiksi (Yamaguchi ym. 2002). Tässä työssä PMA:lla 
erilaistetuissa THP1-soluissa C.pneumoniae:n kasvu oli nousevaa ja tasoittui hieman 
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tarkastelujakson loppupuolella.  Kasvu oli nousevaa erityisesti suuremmalla MOI-
luvulla, joten voisi olla mahdollista, että osa kokeen THP1-monosyyteistä olisi 
muuntunut makrofageiksi C.pneumoniae-infektion vuoksi. Solujen morfologiaa tai 
adheesiota kuopan pohjalla ei kuitenkaan tutkittu tässä kokeessa, joten muuntumisesta ei 
ole todisteita tai havaintoja. Solujen morfologian erilaisuus voisi kuitenkin olla yksi 
erilaisuutta selittävä tekijä. On myös mahdollista, että kokeiden välillä on ollut eroja 
solujen infektoitumisessa. On mahdollista, ettei kokeiden välillä infektoituminen ole 
onnistunut yhtä hyvin ja infektoituneiden solujen määrä soluviljelmässä voi olla erilainen. 
Ensimmäisen kokeen alussa 2 tunnin kuluttua MOI 1-luvulla genomi määrä on ollut 
65000 GE/ml ja toisessa kokeessa 17000 GE/ml. Tässä vaiheessa infektiossa on siis ollut 
jo eroa, joten infektoitumisen onnistumisessa on voinut olla eroavaisuuksia kokeiden 
välillä. 
 
PCR-menetelmässä heikkoutena on kuitenkin genomimäärän mahdollinen vaihtelu eri 
kokeiden välillä. Erityisesti Raw264.7-makrofagien kohdalla havaittiin runsasta solujen 
määrän lisääntymistä ja tämä vaihteli silmämääräisesti tarkasteltaessa myös kokeiden 
välillä esimerkiksi käytettyjen yhdisteiden vaikutuksesta. Onkin siis mahdollista, että 
solumäärän runsas kasvu vaikuttaisi kokeissa eristetyn C.pneumoniae:n DNA:n määrään. 
Ilman solumäärän standardointia eristettyjen näytteiden DNA-pitoisuudet olivat 
huomattavasti suurempia kuin standardoinnin jälkeisten näytteiden. On siis 
todennäköistä, että suuri DNA:n määrän kasvu johtuisi solumäärän kasvusta näytteessä. 
Tällöin tutkittavan C.pneumoniae-bakteerin DNA:n määrä voi olla matalampi sen 
suhteellisen osuuden ollessa pienempi näytteessä. Solujen jakautumisnopeudesta 
johtuvaa vaihtelua pyrittiin myöhemmissä kokeissa vähentämään solumäärän 
standardoimisella näytteissä ennen DNA:n eristämistä. 
 
Solumäärän standardointi voi myös hieman vaikuttaa tuloksiin Raw-solujen 
inhibitiokokeissa. Solumäärät laskettiin viimeisissä kokeissa vain osasta näytteistä, 
jolloin oletettiin, että solujen jakautuminen oli ollut yhtä nopeaa kaikissa näytteissä. Tässä 
on kuitenkin riskinä, että lasketussa näytteessä soluja määrä on voinut olla suurempi tai 
pienempi kuin muissa näytteissä. Oletuksen mukaan solumäärät ovat näytteissä 
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suunnilleen samanlaiset olosuhteiden ollessa samat kaikissa rinnakkaisissa näytteissä. 
Rinnakkaisten näytteiden solumääriin voi kuitenkin tulla vaihtelua esimerkiksi soluja 
pipetoitaessa kuoppalevyille. Tällöin on mahdollista, että laimennetuissa näytteissä 
solujen määrä vaihtelee hieman, koska laimennusta varten solumäärä on laskettu 
satunnaisesti vain yhdestä näytteestä jokaisella laimennuskerralla. 
 
PCR-ajoissa oli myös epäonnistuneita näytteitä, joista ei saatu tulosta. Näistä tapauksista 
monissa PCR-ajossa raportissa saatiin useampia fluoresenssin intensiteetin 
mittaustuloksia näytteestä ja tulokset jäivät saamatta. Kokeissa ylimääräinen intensiteetti 
oli myös useissa näytteissä, joista saatiin kuitenkin myös varsinainen tulos. Ylimääräiset 
intensitenssit kuvaavat näytteessä muodostuneen lisäksi jotain muuta kuin tutkittua 
DNA:ta, mikä sotkee määritystä. PCR-näytteitä pipetoitaessa kaikki komponentit 
(mastermix, primerit, vesi ja templaatti) pipetoitiin ensin pieneen koeputkeen ja tästä 
näyte siirrettiin PCR-kuoppalevylle. Vaikka koeputket olivat tehdaspuhtaita, on aina 
mahdollista, että putket ovat olleet epäpuhtaita, mikä voi tuoda virheitä ja virheellisiä 
fluoresenssin inteksiteettejä PCR-raportin tuloksiin. Syynä voi olla myös käytettyjen 
primereiden hybridisoituminen keskenään. Pipetoitavat määrät näytteessä ovat myös 
hyvin pieniä (0,4µl-10µl), joten pipetointivirheet ovat myös mahdollisia. Erilaisten 
virhetekijöiden vuoksi kokeiden toistaminen on tärkeää tulosten vaihtelun 
vähentämiseksi. 
 
Kokeissa virheteikijöitä lisää myös solujen normaali biologisten ominaisuuksien 
vaihtelevuus. Solut ovat biologista materiaalia, jolloin esimerkiksi solujen kasvu, määrä 
ja hyvinvointi vaihtelevat kokeiden välillä väistämättä jonkin verran. Soluja tarkasteltiin 
joka kerta ennen infektion aloittamista ja näytteiden keräämistä mahdollisten 
kontaminaatioden havaitsemiseksi. On kuitenkin mahdollista, että havaitsematta jääneet 
kontaminaastiot ja muut virhetekijät voivat vaikuttaa kokeiden tuloksiin. 
 
Raw264.7-makrofageilla tehdyissä kokeissa solujen havaittiin lisääntyvän hitaammin 
schisandriini B:n 50µM vahvuisen liuoksen vaikuttaessa bakteeri-infektion aikana. On 
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siis mahdollista, että yhdisteellä on ollut vaikutusta myös solujen toimintaan. Solujen 
elinvoimaisuutta mittaavissa kokeissa schisansriini B ei kuitenkaan vaikuttanut 
huomattavasti Raw264.7-makrofagien elinvoimaisuuteen. Solujen elinvoimaisuus oli 
86% 72 tunnin inkuboinnin jälkeen. Erona elinvoimaisuutta mittaavan kokeen ja 
C.pneumoniae-bakteerin kasvua mittaavan kokeen välillä on infektio. 
Viabiliteettikokeessa soluja ei infektoida, joten on myös mahdollista, että infektio olisi 
vaikuttanut solujen jakautumiseen. Mikäli schisandriini B estäisi C.pneumoniae-
bakteerin infektiota, voisi tämäkin selittää solujen erilaista kasvua. Solumäärän 
kehityksessä oleva muutos voitiin havaita myös silmämääräisesti kuoppalevyjä 
tarkastelemalla. Schisandriini B:llä käsitellyissä näytteissä kasvatusmediumin väri ei 
muuttunut punaisesta keltaiseksi, toisin kuin kaikissa muissa näytteissä. Vaikuttaisi, ettei 
schisandriini B:llä käsitellyissä näytteissä solujen metabolia ole ollut yhtä vilkasta kuin 
muissa näytteissä. Kaikissa näytteissä solumäärä kuitenkin standardoitiin 2h-näytteen 
mukaan, joten solujen hitaamman jakautumisen ei pitäisi vaikuttaa vääristävästi 
inhibitiokokeen tuloksiin. Solujen kasvun muutos on kuitenkin mielenkiintoinen huomio 
kokeesta ja syyn selvittämiseksi tarvittaisiin lisää tutkimuksia.  
 
Yhdisteiden vaikutusta mittaavassa kokeessa C.pneumoniae-bakteerin genomimäärä 
lähtee nousemaan 54 tunnin jälkeen schisandriinin vaikuttaessa (kuva 22). Shisandriini ei 
siis estä bakteerin kasvua solussa vaan ennemmin aktivoi sitä. Schisandriini B:tä 
tutkittaessa samanlainen vaikutus havaittiin kokeen ensimmäisellä kerralla, mutta toisella 
kerralla vaikutus jäi hyvin vähäiseksi. Schisandriinilla vaikutus oli kuitenkin selkeämpi 
molempien kokeiden tuloksia yhdessä tarkasteltaessa. Tarkastelujakson aikana 
genomimäärän kasvua ei voitu seurata kuin noin 18 tunnin ajan, mutta 
bakteeringenomimäärä vaikuttaisi kuitenkin lähtevän nousuun tänä aikana. 
Genomimäärän kasvu näyttää silmämääräisesti tarkasteltuna lähtevän nousemaan, mutta 
studentin t-testillä tulos ei ollut tilastollisesti merkittävä (liite 6). Tämä voisi viitata 
bakteerin aktivoituvan aktiivisen infektion muotoon. Aiemmin tutkimusryhmässä 
tehtyjen tutkimusten mukaan Schisandra chinesis-lignaanien on havaittu vähentävän NO-
tasoja infektoiduissa RAW264.7-soluissa (Lohkaja 2016). Azenabor (2003a) on aiemmin 
tutkimusryhmänsä kanssa havainnut NO-tasojen ja solun sisäisen Ca2+-määrän 
vaikuttavan C.pneumoniae-bakteerin persistenssiin Raw-soluissa.  Aiemman 
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tutkimustiedon ja tämän työn tulosten perusteella voi siis olla mahdollista, että 
schisandriini aktivoisi C.pneumoniae-bakteerin infektiota akuutin infektion muotoon 
Raw264.7-makrofageissa. Tällä perusteella schisandriini voisi olla potenttiaalinen 
yhdiste jatkotutkimuksia varten. Tutkimus olisi kuitenkin hyvä toistaa vielä uudelleen 
tulosten varmistamiseksi. 
 
Tutkimusryhmässä tehtyjen tulosten mukaan shisandriini B voi mahdollisesti estää 
vaahtosolujen muodostusta Raw264.7-makrofageissa C.pneumoniae-infektion aikana 
(Hanski ym. julkaisematon havainto 2016). On siis myös mahdollista, että bakteerin 
replikoituminen lähtee lisääntymään vaahtosolun muodostuksen estyessä. Tässä 
tutkimuksessa parempi tulos replikoitumisen lisääntymisessä saatiin kuitenkin 
schisandriinillä kuin schisandriini B:llä. On kuitenkin hyvä huomata, että ensimmäisellä 
koekerralla myös schisandriini B aiheutti silmämääräisesti genomimäärän kasvua 
verrattuna kontrolliin (liite 6). Tilastollisesti tulos ei ollut kuitenkaan merkittävä. On 
myös mahdollista, että schisandriini B-yhdisteliuoksessa on voinut kokeiden välillä tulla 
muutoksia, mikä vaikuttaa tulosten vaihtelevuuteen. Tulokset olisikin siis hyvä toistaa 
uudelleen tulosten varmistamiseksi.  
 
C.pneumoniae-bakteerin akuutin infektion inhibitiota tutkittiin myös HL-soluissa 
Schisandra chinensis-lingnaaneilla, A1ja A2-yhdisteillä ja luteoliinilla. Luteoliinilla 
inhibiotio teho oli kaikilla tutkituilla pitoisuuksilla yli 78%. Luteoliinin tehoa 
C.pneumoniae-infektioon on tutkittu aikaisemmin immunofluoresenssimenetelmällä 
mittaamalla (Alvesalo ym. 2006). Myös immunofluoresenssilla mitatattaessa luteoliini 
näyttää olevan tehokas aktiivista infektiota vastaan. A1 ja A2-yhdisteillä inhibitioteho oli 
hyvä erityisesti 5µM vahvuudella. Tutkimusryhmässä β2,2-aminohappojohdannaisten 
vaikutusta C.pneumoniae-infektiota vastaan on tutkittu aikaisemminkin 
immunofluoresenssin avulla ja teho erityisesti A2 yhdisteellä on ollut hyvä. Schisandra 
chinensis-lingnaanien tehossa oli vaihtelua kokeiden välillä. Schisandriinin teho oli 
parempi tutkimuksen toisella toteutuskerralla, ja schisandriini B:n teho oli puolestaan 
parempi tutkimuksen ensimmäisellä kerralla. Molemmilla yhdisteillä oli kuitenkin 
vaikutusta C.pneumoniae-infektiota vastaan vahvimmilla pitoisuuksilla. Raw264.7-
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makrofageissa vastaavaa inhibitiota ei puolestaan havaittu persisitentin infektion 
mallissa. Schisandriini ennemmin aktivoi bakteerin kasvua makrofageissa. On kuitenkin 
mielenkiintoista, että yhdisteellä on vaikutusta sekä akuutissa että perisitentissä 
infektiossa, vaikka vaikutukset ovat erilaisia.  
 
C.pneumoniae-bakteerin persistentin infektion inhiboimista ja bakteerin kasvuun 
vaikuttamista tutkittiin tässä työssä vain Schisandra chinensis-lingnaaneilla, mutta 
tutkimusta voisi jatkaa myöhemmin myös muilla työssä käytetyillä potenttiaalisilla 
yhdisteillä. β2,2-aminohappojohdannaiset muistuttavat biologiselta aktiivisuudeltaan 
antibikrobisia peptidejä ja lisäksi niiden fysiokemialliset ominaisuudet ovat oraaliseen 
annosteluun sopivia.  (Hanski ym. 2016). Aikaisempien tutkimusten mukaan A1 ja A2 
yhdisteet voisivat myös olla potenttiaalia yhdisteitä C.pneumoniae-bakteeria vastaan. 
Yhdisteet vaikuttaisivat siirtyvän solukalvon läpi passiivisen fissuusion avulla, mikä voi 
mahdollistaa yhdisteiden vaikuttamisen solunsisäiseen Chlamydia-bakteeriin. Tämän 
vuoksi A1 ja A2 yhdisteet voisivat olla potenttiaalisia yhdisteitä jatkotutkimuksia varten 
myös perisistentissä mallissa. Tässä tutkimuksessa A1 ja A2-yhdisteiden vaikutusta 
persistenttiin infektioon tutkittiin melko vähän, mutta tutkimuksia olisi hyvä jatkaa 
esimerkiksi qPCR-menetelmällä. Tällöin voitaisiin selvittää yhdisteiden vaikutusta myös 
monosyytti ja makrofagisoluissa. 
 
Flavonoidisten yhdisteiden tehoa C.pneumoniae-bakteerin persistenttiin infektioon ei 
ehditty tutkimaan tässä työssä, mutta niiden tutkiminen voisi olla mielenkiintoinen 
jatkotutkimuksen kohde. Elinvoimaisuuskokeissa flavonoidiset yhdisteet olivat melko 
hyvin siedettyjä laimeammilla pitoisuuksilla tutkituissa monosyytti ja 
makrofagisolulinjoissa (kuva 10). Aiemmissa tutkimuksissa flavonoidisten yhdisteiden 
on havaittu vaikuttavan solunsisäiseen Ca2+-tasoon ja happiradikaaleihin (Lin ym. 2008; 
Salin ym. 2011a). Luteoliinilla on esimerkiksi antioksidantista vaikutusta ja sen on 
havaittu estävän ROS/RNS-yhdisteitä solussa. Vaikutus perustuu muun muassa muiden 
yhdisteiden hapettumista estävään ominaisuuteen, jolloin yhdiste itse hapettuu ja ROS-
yhdisteitä muodostavien entsyymien ja signaalireittien toiminta estyy (Lin ym. 2008). 
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Ominaisuuksiensa vuoksi flavonoidiset yhdisteet voisivat siis olla potenttiaalisia 
yhdisteitä myös C.pneumoniae-bakteerin persistenttiä infektiota vastaan. 
 
Schisandra chinensis-lingnaaneilla tutkimusta voisi myös jatkaa jatkotutkimuksissa. 
Tässä työssä saatujen tulosten ja aiempien tutkimusten perusteella voidaan olettaa, että 
tutkituilla lingnaaneilla voisi olla vaikutusta C.pneumoniae-bakteerin persistenttiin 
infektioon. Tutkimusta voitaisiin jatkaa esimerkiksi persistentin infektion luonnetta 
tutkimalla. Esimerkiksi infektion aikaisen solun sytokiinien erityksen seuraaminen voisi 
tuoda uutta tietoa infkektion ja bakteerin luonteesta yhdisteiden vaikutuksen aikana. Nyt 
tutkimuksessa avoimia kysymyksia olivat muun muassa mahdollinen persistenssin 
aktivoituminen takaisin aktiiviiseen muotoon ja vaahtosolujen muodostuminen. 
Esimerkiksi solun sisäisen vapaan Ca2+-määrän ja NO erittymisen seuraaminen voisi 
kertoa tarkemmin infektion luonteesta (Azenador ym. 2009).  Lisäksi persistentistä 
infektiosta viestivät isäntäsolun ROS ja RNS-yhdisteiden erittyminen (Azenabor ja 
Chaudhry 2003a; Rivera ym. 2012).  
 
Sytokiinien erittymisen lisäksi persistentistä infektiosta tarkempaa tietoa antaa 
geeniekspression seuraaminen. Tällaisia voisivat olla esimerkiksi muutokset 
kalvoproteiini MOMP ja klamydiaalisen lämpöshokkiproteiini 60 (cHSP60) 
ilmentymisessä (hogan ym. 2004). Muutokset sytokiinien erittymisessä ja 
geeniekpressiossa tulisi kuitenkin selvittää ensin käytettävässä persistenssin mallissa, 
sillä mallit voivat vaihdella fenotyypiltään persistenssin tuottavan mekanismin myötä 
(Klos ym. 2009).  
 
Mahdollista bakteerin palautumista akiiviseen muotoon, olisi myös hyvä tutkia lisää. 
Mikäli infektio palautuu takaisin aktiiviseen muotoon, bakteerin pitäisi palautua EB-
muotoon. Tätä voidaan tutkia inkluusioden uudelleen muodostumista mittaavalla 
kokeella, kuten tässäkin tutkimuksessa joissain solulinjoissa tehtiin. Tällöin teoreettisesti 
makrofageista tulisi vapautua 72 tunnin inkuboinnin jälkeen EB-partikkeleita, jotka 
voivat uusintainfektiossa infektoida uuden isäntäsolun.  
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Työn tulosten perusteella vaikuttaisi kuitenkin siltä, että schisandriini olisi potenttiaalinen 
yhdiste jatkotutkimuksiin bakteerin kasvua makrofageissa aktivoivana yhdisteenä. 
Schisandriini ei myöskään vaikuttanut solujen elinvoimaisuuteen, joten se soveltuisi 
jatkotutkimuksiin myös hyvän solujen siedettävyyden vuoksi. Tulosten luotettavuuden 
lisäämiseksi asiaa olisi kuitenkin hyvä tutkia lisää ja kokeiden tulokset tulisi toistaa 
uudelleen. Useissa kokeissa tulokset vaihtelivat ja hajonta oli suurta, ja tämän vuoksi 
tilastollisen vaikuttavuuden soittaminen oli vaikeaa. Suuremmalla toistojen määrällä 
hajonnan vaikutusta voitaisiin vähentää. Mikäli yhdiste aktivoi persistentin infektion 
muuntumista takaisin aktiiviseen muotoon, voisi siitä olla mahdollisesti hyötyä 
tulevaisuudessa esimerkiksi yhdistelmähoitoja kehitettäessä. 
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10 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tämän tutkimuksen tulokset antavat lisää tietoa tiedekunnassa tutkimuksen alla olevien 
yhdisteiden mahdollisesta antiklamydiaalisesta vaikutuksesta. Käytetyllä 
detektointimetelmällä saatiin tietoa C.pneumoniae-bakteerin kasvusta eri solulinjoissa ja 
schisandriinin vaikutuksesta bakteerin kasvua Raw264.7-soluissa saatiin mahdollisesti 
aktivoitua. Tämän tiedon avulla tutkimuksia voidaan ohjata oikeaan suuntaan 
jatkotutkimuksissa. 
 
Chlamydia pneumoniae on maailmanlaajuisesti erilaisia hengitystieinfektiota aiheuttava 
bakteeri, mutta lisäksi se yhdistetään useisiin kansanterveydellisesti merkittäviin 
kroonisiin sairauksiin. Koska C.pneumoniae-bakteerin persistenttiin infektioon ei vielä 
toistaiseksi tunneta lääkeaineita, olisi näiden tutkiminen hyvin merkittävää. Nykyisin 
käytössä olevat antibiootit menettävät tehoaan bakteerien muodostaman 
antibioottiresistenssin vuoksi ja uusien antibioottien kehitys on ollut hyvin hidasta. Tässä 
tutkimuksessa saatujen tulosten avulla voidaan saada pohjaa antiklamydiaalisten 
yhdisteiden jatkotutkimuksille ja mahdollisten uusien yhdistelmähoitojen kehittämiselle. 
Tässä työssä tutkittujen potentiaalisten yhdisteiden osalta tutkimusta on hyvä jatkaa myös 
tulevaisuudessa. Tutkimusta C.pneumoniae-bakteerin kroonisen infektion hoitamiseksi 
tulisi tehdä tulevaisuudessa, jotta voidaan saadaan lisää tietämystä persistentin infektion 
käyttäytymisestä ja löytää mahdollisesti infektioon tehoavia yhdisteitä.  
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